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Während der letzten Jahrzehnte wurden viele Studien durchgeführt, die sich mit 
der Abnahme der Fertilität des Mannes beschäftigen (z.B. Eggert-Kruse et al., 
1992; Bataineh et al., 1998; Wong et al., 2001). Eine der ersten Studien zur 
negativen Beeinflussung des männlichen Fortpflanzungssystems durch arbeits- 
und umweltbedingte Faktoren wurde 1977 von Whorten durchgeführt. Durch 
diese Studie wurde die testikuläre Toxizität von Dibromchlorpropan (DBCP) bei 
Arbeitern in einer Schädlingsbekämpfungsmittelfabrik aufgedeckt. Zwar wurden 
vor 1977 auch Untersuchungen zur Auswirkung von Chemikalien auf die männ-
liche Fertilität durchgeführt, doch die Ergebnisse der DBCP-Studie haben dazu 
beigetragen, daß heute verstärkt auf toxische Substanzen am Arbeitsplatz für 
das männliche und auch das weibliche Fortpflanzungssystem geachtet wird 
(Whorten, 1987). 
 
Bei der Beurteilung der  reproduktionsbiologischen Toxizität verschiedener 
Schadstoffe spielt die Sertoli-Zelle eine wichtige Rolle. Die Sertoli-Zellen wur-
den durch den Mailänder Physiologen Enrico Sertoli (1842-1910) entdeckt. Es 
ist bekannt, daß viele Schadstoffe hauptsächlich Sertoli-Zellen schädigen 
(Monsees et al., 2000).  
Der Ort für die Entwicklung und morphologische Differenzierung der Samenzel-
len sind die Testes (Hoden). Diese entstehen während der Embryonalentwick-
lung in der Genitalleiste aus Urgeschlechtszellen und Mesenchymzellen. Die 
paarig angelegten Hoden treten am Ende der Fetalentwicklung an der Rück-
wand einer Bauchfelltasche aus dem Leistenkanal in den Hodensack (Skro-
tum). Das Skrotum enthält neben den Hoden auch die Nebenhoden und Sa-
menstränge samt deren Nerven und Gefäße.  
Die Entwicklung und morphologische Differenzierung der Samenzellen in den 







Vermehrungsperiode (Spermatozytogenese), Reifeteilungsphase (Meiose) und 
Differenzierungsperiode (Spermiogenese). Ort dieses Entwicklungsprozesses  
sind die Tubuli seminiferi contorti (Samenkanälchen). Mit der Reifung und Diffe-
renzierung rücken die Zellen von der Basalmenbran des Tubulus seminiferus 
contorti aus zunehmend in zentral gelegene Schichten der Tubuluswand (des 
,,Keimepithels") vor, der zeitlichen Folge der Spermatogenesestadien entspricht 
eine räumliche von außen nach innen (Leonhardt, 1990).  
 
Vermehrungsperiode (Spermatozytogenese): Die Spermatogonien, die Stamm-
zellen der Spermatogenese, liegen zunächst als mittelgroße runde Zellen mit 
großem runden Kern breitflächig auf der Basalmembran des Tubulus seminife-
rus auf. Auf dieser Basalmembran der Tubuli seminiferi contorti liegen ebenfalls 
die Sertoli-Zellen breit auf und erreichen mit stadienabhängig unterschiedlich 
geformten,  stark verzweigten Fortsätzen das Lumen der Samenkanälchen 
(Abb.1). Durch diese Zellfortsätze werden taschenartige Vertiefungen gebildet, 




























Abb. 1: Schematische Darstellung der Spermatogenese 
Die Spermatogonien liegen als mittelgroße runde Zellen breitflächig auf der Basal-
membran auf. Die Spermatozyten liegen zwischen den Sertoli-Zellen. Die Sertoli-
Zellen sitzen breitbasig auf der Basalmenbran des Tubulus seminiferus auf und errei-
chen mit stark verzweigten Fortsätzen das Lumen der Samenkanälchen. Die Sperma-




Es gibt zwei unterschiedliche Typen von Spermatogonien: Typ-A-
Spermatogonien und Typ-B-Spermatogonien. Typ-A-Spermatogonien sind ent-
weder ruhende Reservestammzellen oder Stammzellen, die mitotisch weitere 





weiter entwickelt sind, sich mitotisch teilen und Spermatozyten I hervorbringen.  
Diese und alle folgenden Zellen einschließlich des Spermatidenstadiums blei-
ben durch Zytoplasmabrücken verbunden (Leonhardt, 1990).  
 
Reifeteilungsphase: Nach Verdopplung seiner DNA tritt der Spermatozyt I in die 
1.Reifeteilung ein. Es entstehen nun zwei kleinere Spermatozyten II, aus denen 
durch die zweite Reifeteilung vier Spermatiden hervorgehen. Diese  Spermati-
den liegen in Büscheln nahe dem Lumen des Tubulus seminiferus an den Spit-
zen der Sertoli-Zellen (Leonhardt, 1990). Die hohen und polar differenzierten 
Sertoli-Zellen stützen die reifenden Samenzellen, daher bezeichnet man sie 
auch als Stützzellen der Spermatogenese. 
 
Differenzierungsperiode: Die Spermatiden lösen ihre Protoplasmabrücken und 
bilden sich in Spermatozoen (Spermien) um. Reste des Zytoplasmas der 
Spermatiden werden bei der Spermiation von den Sertoli-Zellen durch Phago-
zytose aufgenommen. Über das Rete testis (Hodennetz) gelangen die Sper-
mien dann in den Nebenhoden. Das zur weiteren Entwicklung benötigte Tes-
tosteron aus der Leydig-Zelle wird den Spermien durch die Sertoli-Zellen zuge-
führt. Testosteron wird unter dem Einfluß des LH in den Leydig-Zellen produ-
ziert. Seine Biosynthese unterliegt einem negativen Feedback-Mechanismus 
zwischen Hypothalamus, Hypophyse und Testes. Das FSH wirkt direkt auf die 
Sertoli-Zellen. Bei der Vermittlung der stimulatorischen Wirkung dieser Hormo-
ne auf die Spermatogenese besitzt die Sertoli-Zelle eine entscheidende Mittler-
funktion. Durch die Hormonsignale wird die Sertoli-Zelle zur Produktion einer 
Vielzahl von Faktoren angeregt, durch die der Ablauf der Spermatogenese kon-
trolliert und koordiniert wird. Diese Produkte umfassen Steroidhormone, Protei-
ne, Wachtumsfaktoren, Opioide und Prostaglandine. Zwischen den Leydig-
Zellen und den Sertoli-Zellen, zwischen den Sertoli-Zellen und den Keimzellen 
und auch innerhalb der Keimzellen existieren parakrine Regulations- und 
Kommunikationsmechanismen, mit deren Hilfe die Feinregulation der Gameto-





Die Spermatogenese wird durch die unter dem Einfluß des hypothalamischen 
Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) gebildeten gonadotropen Hormone 
LH und FSH reguliert. FSH wirkt stimulierend auf die Sertoli-Zellen und regt 
über diese die Differenzierung der Spermatiden an. Die Sertoli-Zellen wirken 
mit der Bildung von Inhibin-B und Aktivin regulierend entgegen. Inhibin-B wirkt 
hemmend auf die FSH-Produktion der Hypophyse. LH stimuliert in den intersti-
tiellen Leydig-Zellen die Produktion von Testosteron, das sowohl direkt als auch 
indirekt über die peritubulären  Zellen auf die Sertoli-Zellen und die Spermato-
genese einwirkt (Nieschlag et al., 1992). 
  
Bei der mikroskopischen Betrachtung der Sertoli-Zelle fällt auf, daß der Zellkern 
basal liegt. Er ist nach basal abgerundet und nach luminal hin eingekerbt.  
Im unteren Zellanteil sind benachbarte Sertoli-Zellen durch desmosomale Ver-
bindungen, sogenannte Zonulae occludentes eng miteinander verbunden. 
Durch diese Membranspezialisierung wird verhindert, daß höhermolekulare 
Substanzen aus dem Interstitium und den Kapillaren in das lumenseitige  Kom-
partiment des Keimepithels vordringen können. Diesen Zellverband bezeichnet 
man als Blut-Hoden-Schranke, die dem Schutz der Keimzellen vor mutagenen 
Substanzen und autoaggressiven Antikörpern dient. Zudem findet ein selektiver 
Stofftransport statt, der auch die Ernährung der Keimzellen beinhaltet. Daher 
werden die Sertoli-Zellen auch Ammenzellen der Spermatogenese genannt.  
Charakteristisch für die Sertoli-Zellen sind zahlreiche unregelmäßig angeordne-
te Mitochondrien. Zwischen den Mitochondrien liegen Lipidtropfen, Glykogen-
schollen, große Areale mit endoplasmatischem Retikulum sowie einzelne freie 
Ribosomen und Polyribosomen. Die große Anzahl von Mitochondrien in den 
Sertoli-Zellen läßt auf eine ausgeprägte Stoffwechselaktivität schließen. Wäh-
rend der Vermehrungsperiode entnehmen die Sertoli-Zellen dem Blut Nährstof-
fe und führen sie den reifenden Keimzellen zu. Bevorzugte und lebenswichtige 
Energiesubstrate der Keimzellen sind Laktat und Pyruvat. Diese Produkte wer-
den von den Sertoli-Zellen produziert und an die sich entwickelnden Keimzellen 
abgegeben. Die Sekretion dieser Produkte ist hormonell gesteuert. FSH, c-





Produktion durch die Sertoli-Zellen. Produziert der Körper unter pathologischen 
Umständen nicht ausreichende Mengen dieser Hormone bzw. hormonähnli-
chen Substrate, so wird die Laktatproduktion der Sertoli-Zellen erniedrigt bzw. 
sogar ganz eingestellt.  Bei einem Laktat- oder Pyruvatmangel kommt es zu 
einem Stillstand der Proteinsynthese und somit zu einer Beendigung des Ent-
wicklungsprozesses der Keimzellen; d.h. die Entwicklung bleibt bei den Vorstu-
fen der Spermien in Form von Spermatozyten oder Spermatiden stehen. Diese 
Vorformen der Spermien haben, wenn sie sich nicht weiter entwickeln, keine 
Funktion. Die Fertilität des Organismus ist somit reduziert.  
Damit Fortpflanzungsfähigkeit des Organismus gewährleistet ist, müssen er-
neut Keimzellen in der Spermatogenese zu Spermien entwickelt werden.  
Weil jede Sertoli-Zelle nur eine bestimmte Anzahl von Keimzellen ernähren 
kann, steht die Anzahl der Sertoli-Zellen in direktem Zusammenhang mit der 
Spermienanzahl im Ejakulat eines Mannes.  
Eine Schädigung der Sertoli-Zellen führt zudem zu einem bleibenden Schaden 
der Fertilität eines Mannes, da diese Zellen nur in der fötalen, neonatalen und 
präpubertären Phase gebildet werden können. Da, wie oben schon erwähnt, 
die Spermienanzahl im Ejakulat eines Mannes von der Sertoli-Zell-Anzahl ab-
hängig ist, führt eine Schädigung der Sertoli-Zellen zu einer geringeren Sper-
mienanzahl und somit zur Verringerung bzw. zur Infertilität eines Mannes. 
Aus der vorangegangenen Beschreibung der Sertoli-Zellen wird ersichtlich, daß 
die Sertoli-Zellen für den Ablauf der Spermatogenese von großer Bedeutung 
sind. Noxen, die diese Zellen schädigen, können somit auch die Fertilität des 
Mannes negativ beeinflussen. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung dreier Schwermetalle auf die 
Sertoli-Zellen überprüft. Für die Untersuchungen wurden die wasserlöslichen 
Salze der Schwermetalle eingesetzt, da nur diese über die Blutbahn die Sertoli-
Zellen erreichen können. Bei diesen Metallsalzen handelt es sich um: Kupfer-
sulfat (CuSO4), Cis-Platin (Pt(NH3)2Cl2) und Quecksilberdinitrat (Hg(NO3)2). 
Im Folgenden soll nun ein Überblick darüber gegeben werden, was in der Lite-







Das Schwer- bzw. Halbedelmetall Kupfer ist ein Bioelement, das heißt es wird 
beim Menschen für den Aufbau und die Lebensvorgänge des Organismus be-
nötigt (z.B. als Coenzym). Kupfer macht beim Menschen circa 1,4x10 - 4  % des 
Gesamtgewichtes aus. Es sind eine Vielzahl von Kupfermangelanämien be-
kannt, z.B. beim Säugling unter reiner Milchdiät. In der Schwangerschaft und 
bei bestimmten Erkrankungen, wie z.B. Infektionen, ist der Kupferspiegel er-
höht. Nimmt man allerdings vermehrt oral Kupfersulfat auf, so kommt es zu ei-
ner sogenannten Kupfervergiftung. Diese Vergiftung führt zu örtlicher Verät-
zung, Erbrechen, Darmkoliken, blutigen Durchfällen. Die tödliche orale Dosis 
für einen Erwachsenen liegt bei circa 10g. Überlebt man diese Vergiftung so 
kann es zur Hämolyse, zu einem Ikterus, zur Hämoglobinurie und/oder zu Nie-
ren- und Leberschäden kommen. Kupferstaubexposition über einen längeren 
Zeitraum führt zu Grünfärbung von Haut, Haaren, Zähnen und Zahnfleisch. 
 
Zur Empfängnisverhütung werden Intrauterinpessare benutzt, die mit einem 
Kupferdraht umwickelt sind. Hierbei soll Kupfer als Nidationshemmer wirken. In 
der Literatur findet man recht wenig über die Auswirkung von Kupfer und sei-
nen Verbindungen auf die Fertilität des Mannes. Zahlreiche Studien beschäfti-
gen sich hingegen mit der Auswirkung auf die Fruchtbarkeit der Frau, nach In-
sertion der oben erwähnten  Intrauterinpessare. So scheint es interessant zu 
überprüfen, ob Kupfer  und seine Verbindungen vielleicht auch auf die männli-
che Fertilität einen Einfluß haben. Auf die Motilität der Spermien und deren Pe-
netrationsfähigkeit der Cervixmucosa scheint es weniger Einfluß  
zu haben als Quecksilberchlorid und Cadmiumchlorid (Runnebaum et al., 
1992). Die Kupferkonzentrationen in der Samenflüssigkeit bei infertilen und fer-










Der anorganische Schwermetallkomplex Cis-Platin wird in der Onkologie als 
Zytostatikum  verwendet. Es findet vorwiegend Anwendung bei Bronchialkarzi-
nomen und Tumoren des Urogenitaltrakts. Es sind vielerlei Nebenwirkungen 
dieses Zytostatikums bekannt: neurotoxische Störungen, Hörschäden, gastroin-
testinale Störungen, Hyperurikämien, Elektrolytstörungen, Herzrhythmusstö-
rungen, Reizungen der Intima der Gefäße, Störungen der Hämatopoese, Nie-
renschäden und Schäden der ableitenden Harnwege, Immunsuppression, Haut 
und Schleimhautentzündungen, Störungen der Ovulation und der Spermatoge-
nese. Über den Einfluß von Cis-Platin auf die Spermatogenese liegen zahlrei-
che Untersuchungen vor (z.B. Pogach et al., 1989; Kinkead et al., 1992). Häufig 
wurde die Fertilität von Patienten mit Hodenkrebs nach erfolgter Therapie un-
tersucht (z.B. Wallace et al., 1989; Pont et al., 1997; Oliver, 2001; Schrader et 
al., 2002). Dabei war es oft schwierig zu unterscheiden, ob die Störungen der 
Spermatogenese durch das Karzinom erfolgten oder durch die Anwendung von 
Cis-Platin. Früher empfahl man, vor dem Beginn der Chemotherapie mit Cis-
Platin Samenflüssigkeit einzufrieren (Ondrus et al., 1986). Mittlerweile ist man 
anderer Auffassung. Ob die Spermatogenese jedoch irreversibel durch die 
Chemotherapie geschwächt wird, ist von der kumulativen Dosis von Cis-Platin 
abhängig (Pont et al., 1999). 
 
Quecksilberdinitrat 
Eine weitere untersuchte Noxe ist Quecksilberdinitrat. Quecksilber ist ein zur 
Zinkgruppe gehörendes, bei Raumtemperatur flüssiges Element. Es kommt in 
einer Vielzahl von chemischen  Verbindungen vor. Quecksilber und seine Ver-
bindungen wirken als Zell- und Protoplasmagift. Zum Teil können Quecksilber 
und seine Verbindungen  sensibilisierend wirken. In den Nieren, der Leber und 
dem zentralen Nervensystem kann es zu einer Kumulation dieses Giftes kom-
men. Aufgrund seiner hohen Toxizität sind eine Vielzahl von Vergiftungen durch 
Quecksilber und seine Verbindungen bekannt, auf die an dieser Stelle nicht im 
Einzelnen eingegangen werden soll. Man unterscheidet grob zwischen akuten 





und die Feer-Krankheit bei Kleinkindern. 1975 fanden Lee und Dixon heraus, 
daß Methylquecksilber-Verbindungen möglicherweise eine negative  Auswir-
kung auf die Spermatogenese haben. Danach folgten eine Reihe von Studien, 
die sich mit dieser Problematik befaßten. Dabei wurde auch untersucht, inwie-
weit die quecksilberhaltige Legierung Amalgam die Fertilität beeinflußt. Dieses 
Thema wird in der Öffentlichkeit oft diskutiert, da  Amalgam in der Zahnheilkun-
de als Füllungswerkstoff verwendet wird. Allerdings ist die Bevölkerung in An-
betracht der geringen Mengen von aus zahnärztlichen Amalgamfüllungen 
stammenden Quecksilber weniger gefährdet als das zahnärztliche Personal 
selbst (Schuurs, 1999). Heute gilt es als gesichert, daß Quecksilber und seine 
Verbindungen die Fertilität des Mannes beeinträchtigen (Rao et al., 2001). In 
experimentellen Tierstudien konnte gezeigt werden, daß  hohe Konzentrationen 
von Quecksilber das Risiko von Fortpflanzungsproblemen ansteigen lassen 
(Schuurs, 1999). Quecksilberchlorid beeinflußt in vitro die Spermatozoen-
Zervikalmukus-Interaktion negativ (Runnebaum et al., 1992). 
 
Kaliumnitrat 
Neben dem Einfluß der  oben erwähnten Schwermetallsalze auf die Sertoli-
Zellen wurde auch die Auswirkung von Kaliumnitrat (KNO3) auf die Sertoli-
Zellen untersucht. Damit sollte überprüft werden, ob Nitrat auf die Sertoli-Zellen 
toxisch wirkt. Nitrat (NO3-) ist das Gegenion zu Quecksilber (Hg) in der hier un-
tersuchten Verbindung Quecksilberdinitrat (Hg(NO3)2. Es stellte sich nun die 
Frage, ob der Quecksilberanteil der hier untersuchten Verbindung Quecksilber-
dinitrat toxisch auf die Sertoli-Zellen wirkt oder Nitrat einen schädigenden 
Einfluß ausübt. Das Alkalimetallsalz Kaliumnitrat findet seine Hauptanwendung 
als Düngemittel, Pökelsalz und bei der Herstellung von Schießpulver. Nitrat 
kann selber nicht als toxisch bezeichnet werden. Im Verdauungstrakt kann Nit-
rat aber zu Nitrit reduziert werden, das durch Methämoglobinbildung giftig wirkt 
und das mit sekundären Aminen die Nitrosamine bildet, die als karzinogen 








Die meisten Studien, die sich mit dem Einfluß bestimmter Noxen auf die Fertili-
tät des Mannes befassen, beruhen auf epidemiologischen Untersuchungen 
oder in-vivo-Testsystemen. Bei in-vivo-Testsystemen werden Versuchstieren in 
zuvor festgelegter Dosis Noxen oral oder parenteral zugeführt, anschließend 
wird die Fertilität der Tiere überprüft. Der Nachteil dieser beiden Testsysteme 
besteht darin, daß nur schwer Aussagen über die Qualität der Schädigung 
durch die jeweiligen Noxen gemacht werden können. Es kann also nicht genau 
festgestellt werden, welche Funktionen der einzelnen Zellen durch die Noxen 
beeinträchtigt werden. Weiterhin ist bei in-vivo-Testsystemen zu beachten, daß 
die Auswirkung einzelner Noxen in vivo beim Menschen nur schwer zu beurtei-
len ist. Grund hierfür ist, daß neben der zu testenden Noxe eine Vielzahl von 
Einflüssen und Substanzen auf die untersuchten Personen einwirken. Mit in-
vitro-Testsystemen hingegen ist genau auszumachen durch welche Noxe und 
in welchem Grad die Zellen durch die Noxe beeinflußt werden.  
 
Vitalität 
Um die Zytotoxizität der getesteten Noxen auf die Sertoli-Zelle zu ermitteln, 
wurde ein Vitalitätstest durchgeführt. Hierfür wurde der MTT-Assay benutzt. Der 
wasserlösliche gelbe Farbstoff MTT wird dabei mittels mitochondrialer De-
hydrogenasen zu blau-violettem wasserunlöslichem Farbstoff (Formazan) redu-
ziert. Da diese Farbumwandlung abhängig ist von der Aktivität der mitochondri-
alen Dehydrogenasen, geschieht dies nur in vitalen Zellen. Je mehr blau-
violetter Farbstoff in den Wells enthalten ist, desto mehr vitale Zellen waren in 




Die Sertoli-Zellen liefern die für die Keimzellen  lebenswichtigen Produkte Lak-
tat und Pyruvat. Williams und Foster stellten 1988 fest, daß die Laktat- und Py-
ruvatproduktion von Ratten-Sertolizellkulturen als Indizes  für ihre parakrine 





die Laktat- und Pyruvatsekretion als Indizes für den Einfluß von 1,3-DNB und 
MEHP auf die Funktion der Sertoli-Zellen (Williams and Foster, 1988). Mittler-
weile wurde dieser metabolische Index für die Bestimmung der Toxizität ver-
schiedener Stoffe verwendet; so z.B. Nitrobenzol (Allenby et al., 1990). Nickel, 
Kobalt, Gossypol, Lindan, DDT, Bisphenol-A, Ethinylestradiol (Monsees et al., 
1998, 2000); 2-Methoxyethanol und Methoxy Säure (Beattie et al., 1984); Blei-
azetat (Batarseh et al., 1986); Isomere von Dinitrotoluol (Reader et al., 1990). 
Der in der vorliegenden Arbeit durchgeführte Laktat-Assay ist ein gekoppelter 
Enzymassay. Er wurde 1984 von Noll beschrieben. Die Enzymreaktion läuft in 
zwei Schritten ab. Im ersten Schritt wird L-Laktat durch L-Laktatdehydrogenase 
(LDH) zu Pyruvat oxidiert, wobei NAD+ zu NADH und H+ reduziert wird (Formel 
1). 
 
   
Formel 1: Reaktionsgleichung der Oxidation von L-Laktat mit NAD+ zu Pyruvat und 
NADH und H+. 
 
Die NADH Zunahme ist der Laktatkonzentration direkt proportional und kann 
photometrisch bei 340 nm gemessen werden. Das Gleichgewicht dieser Reak-
tion liegt auf der Seite des Laktats, deswegen muß in einer Folgereaktion das 
entstehende Pyruvat mittels des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Transaminase 
(GPT) in Gegenwart von L-Glutamat (im Puffer) in α-Ketoglutarat umgewandelt 
werden (Formel 2).  
 
 
Formel 2: Reaktionsgleichung der Umwandlung von Pyruvat mit L-Glutamat zu L-
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Neben Laktat wurde Pyruvat als zweiter metabolischer Parameter ermittelt. Der 
durchgeführte Assay wurde in Anlehnung an den 1974 von Czok und Lamp-
recht beschriebenen Assay entwickelt.  Dieser Assay basiert auf der chemi-
schen Reaktion von  Pyruvat mit β-NADH + H+ in einer von LDH katalysierten 
Reaktion zu L-Laktat und NAD+ (Nicotinamide-Adenin Dinucleotid) (Formel 3). 
Die β-NADH-Abnahme ist  direkt proportional zur Pyruvatkonzentration in den 




Formel 3: Reaktionsgleichung der Reduktion von Pyruvat mit ß-NADH und H+ mittels 
LDH zu L-Laktat und NAD+. 
 
Inhibin 
Ein weiterer Parameter der Zellfunktion der Sertoli-Zelle ist Ausschüttung von 
Inhibin. Inhibin-B ist ein spezifisch von der Sertoli-Zelle gebildetes Hormon. Es 
wirkt hemmend auf die FSH-Produktion der Hypophyse (Aumüller, 1991). Die 
Inhibinmessung erfolgte mit einem Festphasen-Sandwich-ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay). 
 
 
⊕+− →⊕+−+ NADLaktatLHNADHPyruvat LDHβ





Eine Vielzahl von Noxen steht im Verdacht die männliche Fertilität zu beeinflus-
sen.  
Mit der Untersuchung von Cis-Platin und Quecksilberdinitrat wurden zwei 
Schwermetallsalze herausgegriffen, deren toxische Wirkung auf den gesamten 
Organismus bekannt ist. Es interessierte nun, wie sich diese Noxen auf die se-
kretorische Funktion und Vitalität der Sertoli-Zellen auswirken. Zum Vergleich 
wurde die Auswirkung von Kupfersulfat auf die Sertoli-Zellen untersucht. Es 
wurde angenommen, daß Kupfersulfat eine weniger toxische Wirkung auf die 
Sertoli-Zellen hat. Mit der Einbeziehung von Kupfersulfat in die Untersuchungen 
wurde versucht eine möglichst große Bandbreite von verschiedenen Ergebnis-
sen zu erhalten, um die Versuchsdurchführungen zu überprüfen. Um festzustel-
len, welchen Einfluß das Gegenion von Quecksilber in der hier untersuchten 
Verbindung Quecksilberdinitrat auf die Sertoli-Zellen hat, wurde die Wirkung 
von Nitrat, als Kaliumnitrat auf die Sertoli-Zellen überprüft.  
Es stellte sich die Frage, ob es für die jeweiligen Noxen bestimmte Grenzwerte  
gibt, bei deren Erreichen der jeweilige Schadstoff Sertoli-Zellen schädigt bzw. 
abtötet. Diese Grenzwerte sollten ermittelt werden.  
Die Versuche wurden mit Sertoli-Zellen durchgeführt, da die Anzahl der Sertoli-
Zellen im direkten Zusammenhang mit der Spermienanzahl im Ejakulat eines 
Mannes steht. Sertoli-Zellen sind also ein wichtiger Faktor für die Fertilität eines 
Mannes.  
Durch die Verwendung von Zellkulturen, sollte die Anzahl der getöteten Ratten 
begrenzt werden und die Reproduzierbarkeit  der Ergebnisse erhöht werden. 
Ein weiteres wichtiges Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Überprüfung ei-
nes in vitro-Testverfahren, mit dem man den Einfluß von Noxen auf Sertoli-
Zellen in Zukunft einfach, sicher, und reproduzierbar ermitteln kann.  Als Indizes 
für die Funktion der Sertoli-Zellen sollten deren Laktat-, Pyruvat- und Inhibin-
sekretion gemessen werden.  
 
 





III. Material und Methoden 
 
III.1: Verwendete Geräte, Materialien und Chemikalien  
 
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht explizit erwähnt, in der höchsten erhältli-
chen Qualität eingesetzt (pro analysi oder biochemisch rein). Für die Primärkul-
turen der Sertoli-Zellen wurden speziell für Zellkultur getestete Medien und Zu-
sätze benutzt. 
 
Aufstellung der verwendeten Geräte:  
 
 MTP-Reader (EAR 400 ATC; SLT Labinstruments, Grödig (A-5082) Öster-
reich) 
 Mikrotiterplatten („Primaria“-Platten; Falcon, Lincoln Park, New Jersey, 
USA) diese haben eine chemisch modifizierte Oberfläche (positive La-
dung), wodurch sich die (leicht negativ geladenen) Zellen besser anheften. 
 Spektralphotometer DU 68 (Beckmann, München, Deutschland) 
 Kunststoffküvetten (1 ml) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
 
III.2: Medien und Lösungen für das Anlegen der Zellkultur 
 
Die Sertoli-Zellen für die Zellkulturen wurden aus den Hoden 18-21 Tage alten 
Sprague-Dawley-Ratten (Fa. Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) iso-













Dieses Medium wurde zum Herstellen der Kulturmedien unter Verwendung 
entsprechender Zusätze, sowie als Waschmedium benutzt: 
Dulbecco’s Modified Eagel‘s Medium: Ham’s F-12 Medium (1:2) verdünnt 
(DMEM: Ham’s F-12;1:2;31330-038, Gibco, Berlin, Deutschland) 
 
II. Kulturmedium A:  
 
500 ml Gebrauchsmedium mit folgenden Zusätzen (angegeben ist die jeweilige 
Endkonzentration im Gebrauchsmedium):  
 Cytosin Arabinosid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland C-1768 (2 µg/ml)  
 L-Glutamin; Gibco 04305030-H, (2 mM)  
 Penicillin-Streptomycin Lösung; Sigma, E-3539 (100 µg/ml)  
 Epidermal Growth Faktor (EGF); Sigma, E-1257 (10 ng/ml)  
 Apo-Transferrin(human); Sigma, T-1147 (5 µg/ml)  
 Insulin(human); Sigma, I-1882 (2 µg/ml)  
 Hydrocortison, Sigma, H-0135 (10-8 M)  
 D-alpha-Tocopherol(Vitamin E); Serva, Heidelberg, Deutschland, 36560 (200 
ng/ml)  
 All-trans-Retinol (Vitamin A); Serva , 38280 (200 ng/ml)  
 Testosteron; Sigma, T-5641(10-7 M)  
 FSH ( follikelstimmulierendes Hormon);Sigma, F-4520 (100 ng/ml)  
 
III. Kulturmedium B:  
 
Entspricht Kulturmedium A ohne Zusatz von Cytosin-Arabinosid 
 
IV. Kulturmedium C:  
 
Entspricht Kulturmedium A ohne Cytosin-Arabinosid und ohne FSH. 
 




Bei der enzymatischen Isolation der Sertoli-Zellen wurden folgende Medien 
verwendet:  
 
I. Isolationsmedium A: 
 
20 ml Gebrauchsmedium mit Zusatz von:  
 20 mg Kollagenase (Sigma, C-0130)  
 0,4 mg DNAse (Sigma, DN-25)  
 
II. Isolationsmedium B:  
 
20 ml Gebrauchsmedium mit Zusatz von:  
 40 mg Kollagenase (Sigma, c-0130)  
 40 mg Hyaluronidase (Sigma, H-3506)  
 0,4 mg DNAse (Sigma, DN-25)  
 
III. Stopmedium:  
 
50 ml Kulturmedium A mit Zusatz von:  
 20 mg Trypsininhibitor aus Sojabohnen (Sigma, H-7825)  
 100 mg Rinderserumalbumin (Sigma, H-7825)  
 
III.3: Anlegen einer primären Sertoli-Zellkultur  
 
Um eine mikrobielle Kontamination der Zellkultur zu verhindern, wurde bei der 
Präparation der Zellen und später bei der Arbeit mit den Zellkulturen besonders 
keimarm  und, wenn möglich, steril gearbeitet. Die Präparation der Zellen und 
auch die spätere Behandlung der Zellkulturen erfolgte unter einer sterilen 
Cleanbank (Sicherheitswerkbank Klasse 2). Die verwendeten Einmalartikel (Pi-
pettenspitzen, Skalpelle, Kunststoffröhrchen, Zellkulturschalen, Filter, Kanülen) 
waren steril. Das mehrmals zu benutzende Material (Meßzylinder, Meßbecher, 
Pinzetten usw.) wurde vor Beginn der Präparation bzw. vor Beginn der Arbeit 




mit den Zellkulturen im Autoklaven bei 121 C° und 2 bar sterilisiert. Die ver-
wendeten Kulturmedien und alle anderen Lösungen wurden durch Ultrafiltration 
(0,2 µM; Sigma) sterilisiert.  
Die Sertoli-Zellkulturen wurden größtenteils nach den Methoden von Hadley et 
al. (1985) und Onoda et al. (1990) durchgeführt.  
 
Arbeitsschritte bei der Präparation Sertoli-Zellen:  
 
1.Präparation der Rattenhoden  
2.Enzymatische Isolation der Sertoli-Zellen  
3.Anlegen der Zellkultur  
4. Behandlung der Zellen mit hypotoner Lösung 
5. Überprüfung der Reinheit der Zellkultur 
 
zu 1. Präparation der Rattenhoden:   
 Die Ratten wurden getötet, indem sie in einen geschlossenen Kunststoffbehäl-
ter gesetzt und zehn Minuten lang mit CO2 begast wurden. Danach wurden die 
toten Ratten durch Eintauchen in 70%igen Ethanol äußerlich desinfiziert, um 
bei der folgenden Präparation eine mikrobielle Kontamination zu vermeiden. 
Anschließend wurde die Bauchhöhle der Ratten inzidiert und die bei dieser Al-
tersstufe noch nicht deszendierten Hoden entnommen. Die Hoden wurden an-
schließend in mit Gentamycin versetztem Gebrauchsmedium (2 ml Medium + 1 
ml Gentamycin; Sigma, G-35279) gewaschen, die Tunica albuginea entfernt 
und der herausgeschabte Inhalt mit einem Skalpell zu feinem Brei zerkleinert.  
 
 
zu 2. Enzymatische Isolation der Sertoli-Zellen:  
Das breiartig zerkleinerte Hodengewebe  wurde nun mit der Hilfe von Enzymen 
aufgespalten, um so einzelne Zellen zu gewinnen. Eines dieser Enzyme, die 
Kollagenase, spaltet das Kollagen der Interzellular-verbindungen. Dabei wurden 
die einzelnen Zellen kaum geschädigt. Kollagenase ist in den oben aufgeführ-
ten Isolationsmedien A  und B enthalten. Die Hyaluronidase trennt vorzugswei-




se kollagenreiche Zellverbände der Bindegewebszellen auf. Dieses Enzym  ist  
nur im  Isolationsmedium B  enthalten.  Beim Trennen der Zellverbände wurde 
DNA freigesetzt, die sehr viskös ist und damit eine Aggregation von einzelnen 
Zellen fördert. Um diese Aggregation zu stoppen wurde das Enzym DNAse ein-
gesetzt: die DNAse hydrolysiert die freigesetzte DNA. Zum Ende der enzymati-
schen Isolation wurde das Enzym Kollagenase durch Rinderserumalbumin und 
einen Trypsin-Inhibitor gehemmt, um eine weitere enzymatische Spaltung zu 
verhindern, die über eine Trennung der Zellen von einander hinausgehen könn-
te.  Anschließend erfolgte eine nochmalige mechanische Trennung der Zellen 





1. Schritt:  
 das zerkleinerte Hodengewebe wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen 
(Falcon, Lincoln Park, New Jersey, USA) gegeben und in  20 ml Isolations-
medium A  suspendiert.  
 diese Suspension wurde in einem Schüttelwasserbad (37 C°) für 15 Minuten 
inkubiert.  
 nach dem Herausnehmen aus dem Wasserbad sedimentierten die Zellen 




 Zugabe von 25 ml Stopmedium auf das zerkleinerte Hodengewebe und er-
neutes Sedimentieren der Zellen.  
 Schütteln, danach abermals 7 Minuten bei Raumtemperatur sedimentieren  
und anschließend Absaugen des Überstandes  
 
3. Schritt:           
 zum Pellet wurde 20 ml Isolationmedium B dazu gegeben und gemischt  




 danach wurde die Mischung für 30 Minuten in ein Schüttelwasserbad (37 C°) 
gestellt 
 anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 30 Sekunden bei 500 U/min 
(35x g) 
 danach wurde der Überstand abgesaugt  
 
4. Schritt:  
 auf das Pellet wurden 25 ml Stoplösung gegeben und gemischt  
    danach erfolgte eine Zentrifugation für eine Minute bei 500 U/min (35x g)  
 anschließend wurde der Überstand abgesaugt  
 
5. Schritt:  
 zum Pellet wurde 20 ml Isolationsmedium B gegeben und gemischt  
 danach wurde die Mischung 15 Minuten in ein Schüttelwasserbad (37 C°) 
gestellt  
 anschließend erfolgte  eine Zentrifugation für 45 Sekunden bei 1000 U/min 
(130x g)  
 danach wurde der Überstand abgesaugt  
 
6. Schritt: 
 zum Pellet wurden 30 ml Kulturmedium A gegeben und gemischt  
 diese Mischung wurde in einen sogenannten „Potter“ gegeben und homo-
genisiert.  
 im „Potter“ erfolgte daraufhin eine Homogenisierung der Mischung und me-
chanische Trennung der Zellen durch zehnmaliges Auf- und Abbewegen 
des „Potterstabes“ 
 
7. Schritt:  
 die durch die Homogenisierung entstandene Zellsuspension wurde durch 
ein 70 µm Nylonsieb (Falcon, Lincoln Park New Jersey, USA) filtriert, um so 
die Zellen mechanisch zu trennen  
 die Zellen wurden über Nacht in Zellnährmedium mit Cytosin und 10% FCS 




(Fötales Kälberserum) ausplattiert 
 am nächsten Morgen wurde dann das Medium gewechselt 
 am dritten Tag erfolgte dann die Behandlung der Zellen mit hypotoner Lö-
sung (siehe 4.) 
 
zu 3.: Anlegen  der Zellkultur:  
Unter  dem  Mikroskop  wurde die Anzahl der Zellen pro ml mit einer Zählkam-
mer ermittelt. Es wurde ausgerechnet mit welcher Menge Kulturmedium A die 
Zellsuspension  verdünnt wurden mußte, um eine Zelldichte von 106 Zellen pro 
Milliliter Suspension zu erreichen. Anschließend wurde ein Mililiter Suspension 
in jede runde Vertiefung (Well) einer 24er-Well-Kulturplatte (Falcon, Primaria, 
USA) gegeben (entsprechend 106 Zellen/Well bzw. 0,5x106 Zellen/cm2).  Die 
einzelnen Wells dieser Platten haben eine chemisch modifizierte Oberfläche 
(positive Ladung), wodurch sich die (leicht negativ geladenen) Zellen besser 
anheften. 
Das im Kulturmedium A enthaltene Mitosezellgift Cytosin-Arabinosid hemmt die 
Proliferation und unterdrückt so das Wachstum von kontaminierenden Zellpo-
pulationen (hauptsächlich Peritubularzellen). Das Mitosezellgift beeinflußt die 
Sertoli-Zellen wenig, da diese bei 18 Tage alten Ratten keine Mitosen mehr 
durchlaufen (Russel et al., 1993). Das Medium wurde jeden zweiten Tag ge-
wechselt.  Allerdings enthielt das neue Medium kein Cytosin-Arabinosid mehr 
(Kulturmedium B). 
 
zu 4. Behandlung der Zellen mit hypotoner Lösung:  
48 Stunden nach Anlegen der Kultur wurden die Zellen mit einer hypotonen 
Lösung (20 mM Tris-HCl, pH 7,5) behandelt. Im Gegensatz zur Osmolarität des  
normalen Zellkulturmediums (300 mOsmol/kg) betrug die Osmolarität dieses 
Tris-Puffers nur 90 mOsmol/kg. Man spricht von einem sogenannten „hypoto-
nem Schock“; dieser führt dazu, daß die in der Zellkultur vorhandenen Keimzel-
len hauptsächlich Spermatogonien und frühe Spermatozyten absterben (Gal-
dieri et al., 1981). Die Sertoli-Zellen nehmen dagegen kaum Schaden.  
 





 240 mg Tris (hydroxymethyl) aminomethan (Sigma, Nr. T6791) wurden in 
100 ml aqua dest. aufgelöst  
 die  20 mM Tris-Lösung wurde mit HCl (2N) auf pH 7,5 titriert  
 anschließend erfolgte eine sterile Filtration der Lösung  
 danach wurde die Lösung auf 34 °C im Schüttelwasserbad erwärmt  
 das Medium wurde von den Zellkulturschalen abgesaugt  
 pro Well wurde 1 ml Tris-HCl zugegeben  
 die Zellkulturschalen wurden für fünf Minuten inkubiert  
 der Überstand wurde abgesaugt  
 die Zellen wurden mit 1 ml Gebrauchsmedium (siehe oben) pro Well gewa-
schen  
 pro Well wurde nun 1 ml Kulturmedium B zugegeben  
 am Ende dieser Behandlung wurden die 24-Well-Zellkulturplatten wieder in 
den Brutschrank gestellt.  
 
zu 5. Überprüfung der Reinheit der Zellkultur:  
Zeitgleich mit den 24-Well-Platten wurden sterile Objektträger mit Zellsuspensi-
on beschichtet. Diese Objektträger wurden zur histologischen und morphologi-
schen Überprüfung der Reinheit der Zellkultur verwendet. Auf jeden teflonbe-
schichteten 8-Kammer-Objektträger (Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutsch-
land) wurden 100 µl Sertoli-Zellsuspension gegeben (400.000 Zellen/ml) und 
für sechs Tage in einem Brutschrank bei 34 °C in angefeuchteter 5%iger CO2 
Atmosphäre aufbewahrt. Ein Wechsel des Mediums auf dem Objektträger er-
folgte jeden zweiten Tag nach dem Ansatz der Kultur. Nach 48 Stunden erfolg-
te genau wie bei den 24-Well-Platten ein hypotoner Schock (nähere Erläute-
rungen siehe Kapitel 4.). Am sechsten Tag nach Anlegen der Kultur wurde 
dann die Sertoli-Zellsuspension  auf die Anwesenheit von fremden Zellpopula-
tionen untersucht. Als Untersuchungsmethoden dienten hier die immunhisto-
chemische Färbung, die spezifische Färbung und die mikroskopische Untersu-
chung. Die Zellen auf dem Objektträger wurden auf das Vorhandensein von 
Leydig-Zellen, peritubulären Myoidzellen und Sertoli-Zellen hin untersucht:  




a) Nachweis von Leydig-Zellen:  
 
Der Nachweis von Leydig-Zellen erfolgt durch die Färbung nach Welsh et al. 
(1975) auf 3ß-Hydroxysteroid Dehydrogenase, ein spezifisches Enzym der Ste-
roidgenese.  
 
Zusammensetzung des Färbemediums:  
  2 ml PBS (Phosphate Buffered Saline: 10 mM Na2HPO4/KH2PO4 ; 136 mM 
NaCl; 2,6 mM KCL; 1,42 mM; CaCl2 ; 1 mM MgCl2, pH 7,3); (Oxoid, Unipath 
Ltd., England)  
 0,25 ml Nitro-Blue-tetrazolium (NBT;N-6876, Sigma); 0,25 mg NBT /0,25 ml 
aqua dest.  
 0,5 ml α-Nicotinamid-Adenindinucleotid (NAD) (2,5 mg / 0,5 ml Aqua dest.; 
H-7825, Sigma)  
 0,25 ml Etiocholan-3ß-ol-17-one (E-5255; Sigma)  0,4mg Etiocholan-3ß-ol-
17-one / 1 ml Propyleneglycol-Ethanol) (1:1;V/V)  
 
Der pH-Wert wurde auf 7,7 eingestellt mit circa 200 µl 0,1 M Na2HPO4 .  
 
Das Kontrollfärbemedium enthielt Aqua dest. anstelle von Nitro-Blue-
tetrazolium. Das Färbemedium wurde auf die mit Zellsuspension beschickten 
Objektträger gegeben. In einer Feuchtkammer wurden diese 40 Minuten lang 
inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Objektträger mit PBS gewaschen.  
 
b) Nachweis von peritubulären Myoidzellen: 
 
 
Die Sertoli-Zellkulturen wurden, neben den oben beschriebenen Nachweisen,   
auch auf das Vorhandensein von Peritubular-Zellen überprüft. Dies geschah 
über eine entsprechende immunzytochemische Färbung mit einem für α-
Isoactin spezifischen Antikörper, da α-Isoactin ausschließlich in den vasikulären 
Zellen der glatten Muskulatur in den Peritubular-Zellen der Tubuli seminiferi 
vorkommt. In Fibroblasten, Sertoli-Zellen oder Keimzellen tritt α-Isoactin nicht 




auf (Franke et al., 1980; Tung und Fritz, 1990).  
 
Durchführung: 
 Ansetzen des TBS-Puffers: 50 ml 1M Tris-HCL Lösung + 8,7g NaCl mit A-
qua dest. auf 1000 ml auffüllen und auf pH 7,6 einstellen 
 nach erfolgter Fixierung der Zellen auf dem Objektträger erfolgte ein zwei-
maliges Waschen der Zellen mit TBS-Puffer pH 8,2 (0,05M Tris; 0,15M 
NaCl) für jeweils 10 Minuten 
 danach wurden endogene Peptidasen mit 3%igem H2O2 blockiert 
 anschließend wurden die Zellen dreimal für jeweils fünf Minuten mit TBS-
Puffer gewaschen 
 Abblocken unspezifischer Bindungen durch Protein-Blockierungsreagenz, 
serumfrei (Dako) 
 Inkubation mit dem 1. Antikörper: Anti-Muskel-Actin (Maus), (Dako), 1:1000 
in TBS-Puffer über Nacht bei 4°C 
 Negativkontrolle mit Mausserum (Dako), 1:1000 in TBS-Puffer 
 dreimaliges Waschen der Zellen mit TBS für jeweils fünf Minuten 
 Inkubation mit dem 2. Antikörper: Kaninchen-Anti-Maus-HRP, (Dako), 1:200 
in TBS-Puffer für 45 Minuten 
 anschließend wurden die Zellen zweimal für jeweils fünf Minuten mit TBS-
Puffer gewaschen 
 Waschen der Zellen mit Tris (Sigma) (pH 7,5) 
 danach erfolgte eine Visualisierung. Dazu wurde eine Tablette DAB (D-
5905; Sigma) in 15ml Tris (Sigma) gelöst. Anschließend erfolgte eine Filtra-
tion (0,22µm) und die Zugabe von 12µl 30%igem H2O2 (frisch angesetzt). 
 Spülung der Zellen mit Aqua dest. 
 Kernfärbung mit Hämatoxilin nach Mayer 
 dreimaliger Entwicklungsvorgang mit Leitungswasser 
 zum Schluß erfolgte ein letztes Waschen der Zellen mit Aqua dest. 
 die Zellen wurden mit Puffer bedeckt, um sie bei der mikroskopischen 
Betrachtung vor Austrocknung zu schützen 
 




c)Nachweis von Sertoli-Zellen:  
 
Durch Anfärbung des intermediären Filamentproteins Vimentin wurden Sertoli-
Zellen dargestellt (Wrobel et al., 1995). Vimentin ist ein Strukturprotein der Zel-
len, es tritt in Form von Filamenten auf. Alle somatischen Zellen besitzen Vi-
mentin. Keimzellen besitzen daher kein Vimentin, das angefärbt werden könnte 
(Aumüller et al., 1992; Wrobel et al., 1995). 
 
Peritubular- und Leydig-Zellen wurden über spezifische Methoden nachgewie-
sen, Keimzellen (Spermatogonien und Spermatozyten, andere gibt es bei 18-
Tage alten Ratten noch nicht) kann man mikroskopisch erkennen. Der große 
Rest müssen dann Sertoli-Zellen sein. 
 
Ablauf der immunhistochemischen Anfärbung:   
 
1. Tag:   
 nach Absaugen des Mediums wurde mit PBS (pH 7,5) gespült  
 danach erfolgte eine Inkubation in 3%igem H2O2 für fünf Minuten bei Raum-
temperatur  
 anschließend wurden die Objektträger für je dreimal fünf Minuten mit PBS 
gewaschen  
 die Objektträger wurden für 60 Minuten bei Raumtemperatur präinkubiert  in 
normalem Kaninchenserum [(Dako; Wiesentheid, Deutschland, X-902) 1:5 
in PBS verdünnt plus 5% ; Rinderserumalbumin (BSA; Sigma A-8022) ]  
 über Nacht wurden die Zellen mit dem ersten Antikörper inkubiert  (1:1.000  
      Monoklonaler Anti-Vimentin-Antikörper von Mäusen (V-6630; Sigma)                                      
      PBS plus 1% Rinderserumalbumin (BSA; Sigma A8022), (bei 4°C) 
 
2. Tag:  
 die Objektträger wurden dreimal für jeweils fünf Minuten mit PBS gewa-
schen   
 anschließend wurden sie für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert mit 




dem zweiten Antikörper [Peroxidase-konjugierter Kaninchen-Anti-Maus-IgG 
(P-260; Dako) 1: 100 mit PBS plus 1% BSA)  
 die Objektträger wurden dreimal für fünf Minuten dreimal in PBS  gewa-
schen  
 danach wurden sie einmal in Tris-HCl (pH 7,3) fünf Minuten lang gewaschen 
 anschließend erfolgte eine Inkubation in Diaminobenzidin (DAB [(D-5905; 
Sigma) eine Tablette in 15 ml Tris-HCl plus 1% NiCl2 aufgelöst ]) 
 
Mit Hilfe der oben beschriebenen biochemischen und histochemischen  Metho-
den konnte eine Reinheit der Zellkultur von annähernd 90-95% nachgewiesen 
werden. Zu diesem Ergebnis kommt man ebenfalls wenn man mit dem Mikro-
skop die Morphologie der Sertoli-Zellkultur untersucht.  
 
III.4: Testung der Auswirkung der ausgewählten Noxen auf Sertoli-Zellen  
 
Am sechsten Tag der Kultur erfolgte die Zugabe der zu untersuchenden Metall-
salze: Kupfersulfat (CuSO4); Cis-Platin (Pt(NH3)2Cl2); Quecksilberdinitrat 
(Hg(NO3)2xH2O) oder Kaliumnitrat (KNO3). Von Kupfersulfat, Quecksilbernitrat  
und Kaliumnitrat  wurde eine hochkonzentrierte Stammlösung mit PBS herge-
stellt. Von Cis-Platin wurde eine Stammlösung direkt im Medium (Kulturmedium 
A) hergestellt, da Cis-Platin schlechter löslich ist als Kupfersulfat und Quecksil-
bernitrat. Hinzukommt noch, daß Cis-Platin ein Zytostatikum und daher sehr 
giftig ist. Durch das direkte Auflösen im Medium und die einfachere Verdün-
nung  wurde der Kontakt mit diesem Gift reduziert, zudem ist diese Vorge-
hensweise zeitsparender. Die Stammlösungen wurden für jede Versuchsdurch-
führung frisch angesetzt, um eine Konzentrationsänderung durch eventuelles 
Ausfällen bzw. Bindung an Mediumbestandteile zu vermeiden.       
Bei allen Noxen wurden die Stammlösungen und die Kulturmedien zuvor gefil-








Verdünnungsreihe für Kupfersulfat: 
 
Stammlösung 5 mM      ->39,9 mg /50 ml PBS=5 mM  
Stammlösung 0,5 mM   ->1ml Stammlösung 5 mM +9 ml PBS=0,5 mM  
Stammlösung 0,05 mM ->1ml Stammlösung 0,5 mM +9 ml PBS=0,05 mM 
Am sechsten Tag nach Anlegen der Primärkultur erfolgte ein Mediumwechsel. 
Das alte verbrauchte Medium wurde abgesaugt und 500µl Kulturmedium C pro 
Well dazu gegeben. In dieses Medium wurde eine entsprechende Menge der 
Stammlösungen hineingegeben, so daß sich die in Tabelle1 angegebenen 
Konzentrationen ergaben. 
 
Tab. 1: Verdünnungsreihe für Kupfersulfat 
Die nachfolgende Tabelle zeigt, welche Mengen der jeweiligen Stammlösungen 
(0,05mM; 0,5mM; 5mM)  in die Wells zum Medium gegeben werden mußten, um die 
gewünschten Kupfersulfat-Endkonzentrationen (in µM) zu erreichen. 
  
Endkonzentration der Noxe pro Well: Zugabe von Stammlösung:  
 
   0,1 µM      1 µl    von Stammlösung  (0,05 mM) 
   0,5 µM     5 µl    von Stammlösung  (0,05 mM) 
   1    µM     1 µl    von Stammlösung    (0,5 mM)  
   3    µM      3 µl    von Stammlösung    (0,5 mM) 
   6    µM                6 µl    von Stammlösung    (0,5 mM) 
   9    µM      9 µl    von Stammlösung    (0,5 mM)   
 12    µM           12  µl     von Stammlösung   (0,5 mM)  
 25    µM           2,5 µl     von Stammlösung     (5  mM)  
 50    µM              5 µl    von Stammlösung      (5  mM)  









Verdünnungsreihe von Cis-Platin:  
 
Eine 100 µM-Stammlösung wurde direkt im Kulturmedium C frisch angesetzt. 
Diese wurde dann mit Kulturmedium C entsprechend verdünnt, so daß folgen-
de Konzentrationen der Noxe in die Wells gegeben wurden: 0,78 µM; 1,56 µM; 
3,125 µM; 6,25 µM; 12,5 µM; 25 µM; 50 µM; 100 µM. Von diesen Lösungen 
wurden jeweils 500 µl in jedes Well gegeben, nachdem zuvor das alte Medium 
abgesaugt worden war. 
 
Verdünnungsreihe von Quecksilberdinitrat:  
 
Stammlösung 1 mM     ->3,24 mg Hg(NO3)2 /10 ml PBS  
Stammlösung 0,1 mM  -> 1 ml Stammlösung 1 mM +9 ml PBS = 0,1 mM 
Am sechsten Tag der Kultur erfolgte ein Mediumwechsel. Es wurden, wie bei 
Kupfersulfat schon beschrieben, nach dem Absaugen des alten Mediums, 
500µl Kulturmedium C pro Well dazu gegeben. In dieses Medium wurde eine 
entsprechende Menge der Stammlösung hineingegeben, so daß die in Tabelle 
2 angegebenen Konzentrationen entstanden:  
 
Tab.2: Verdünnungsreihe von Quecksilberdinitrat 
Die nachfolgende Tabelle zeigt, welche Mengen der jeweiligen Stammlösungen 
(0,1mM; 1mM) in die Wells zum Medium gegeben werden mußten, um die gewünsch-
ten Quecksilberdinitrat-Endkonzentrationen (in µM) zu erreichen. 
  
Endkonzentration der Noxe pro Well:       Zugabe von Stammlösung:  
 
 0,99  µM              5 µl  von Stammlösung (0,1 mM)  
 1,9    µM            10 µl  von Stammlösung (0,1 mM)  
 3,85  µM           20 µl  von Stammlösung (0,1 mM) 
 5,96  µM              3 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
 7,94  µM              4 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
 9,90  µM              5 µl  von Stammlösung    (1 mM) 




14,78 µM           7,5 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
19,60 µM            10 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
29,12 µM            15 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
47,62 µM                                             25 µl  von Stammlösung    (1 mM) 
 
Verdünnungsreihe von Kaliumnitrat: 
 
Stammlösung 1 mM   ->1,01mg KNO3 /10 ml PBS  
Am sechsten Tag nach Anlegen der Primärkultur erfolgte ein Mediumwechsel. 
Das alte verbrauchte Medium wurde abgesaugt und 500µl Kulturmedium C pro 
Well dazu gegeben. In dieses Medium wurde eine entsprechende Menge der 
Stammlösungen hineingegeben, so daß sich die in Tabelle 3 angegebenen 
Konzentrationen ergaben. 
 
Tab. 3: Verdünnungsreihe für Kaliumnitrat 
Die nachfolgende Tabelle zeigt, welche Mengen der Stammlösung (1mM) in die Wells 
zum Medium gegeben werden mußten, um die gewünschten Kaliumnitrat-
Endkonzentrationen (in µM) zu erreichen 
 
Endkonzentration der Noxe pro Well:   Zugabe von Stammlösung:  
 
  5,96µM        3 µl  von Stammlösung  (1 mM) 
  9,9  µM       5 µl  von Stammlösung  (1 mM) 
19,6  µM     10 µl  von Stammlösung  (1 mM)  
29,12µM      15 µl  von Stammlösung  (1 mM) 
47,62µM               25 µl  von Stammlösung  (1 mM) 
 
Verdünnungsreihe von FSH: 
FSH-Stammlösung: 100 mg FSH pro 1 ml Aqua dest. 
Am sechsten Tag nach Anlegen der Primärkultur erfolgte ein Mediumwechsel. 
Das alte verbrauchte Medium wurde abgesaugt und 3000 µl Kulturmedium C 
pro Well dazu gegeben. In dieses Medium wurde eine entsprechende Menge 




der Stammlösungen hineingegeben, so daß sich die in Tabelle 4 angegebenen 
Konzentrationen ergaben. 
 
Tab. 4: Verdünnungsreihe für FSH  
Die nachfolgende Tabelle zeigt, welche Mengen der Stammlösung (1mM) in die Wells 
zum Medium gegeben werden mußten, um die gewünschten FSH-Endkonzentrationen 
(in ng/ml) zu erreichen. 
 
Endkonzentration der Noxe pro Well:   Zugabe von Stammlösung:  
 
  50 ng FSH/1ml           1,5µl   von Stammlösung  (1 mM) 
100 ng FSH/1ml              3µl   von Stammlösung  (1 mM) 
150 ng FSH/1ml           4,5µl   von Stammlösung  (1 mM)  
200 ng FSH/1ml             6 µl   von Stammlösung  (1 mM) 
250 ng FSH/1ml                     7,5µl  von Stammlösung  (1 mM)  
 
Pro Versuchsdurchgang wurden vier Zellkulturplatten (24-Well-Platten) mit den 
Noxen inkubiert. Davon wurden zumeist zwei Platten mit den höheren Konzent-
rationen der Noxen und zwei mit dem niedrigeren Konzentrationsbereich der 
Noxen  beschickt. 
 
















Tab. 5: schematische Darstellung der Belegung einer 24-Well-Zellkulturplatte mit den 
eingesetzten Noxen 
In jedes Well einer 24-Well-Zellkulturplatte wurden jeweils Noxen in vorher definierten 
Konzentrationen eingebracht. Zur Kontrolle der Versuchsergebnisse wurde in der Mitte 
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Zur Kontrolle der Versuchsergebnisse wurde in der Mitte der Platte eine Kon-
trolle aufgebracht. Diese Kontrolle bestand aus 500 µl Kulturmedium C. Die  
Kontrolle  wurde  bewußt  in  die  mittleren Wells der Platte gegeben, um even-
tuell am Rand der Platte auftretende Verfälschungen, die durch Verdunstung 
oder Temperatureffekte auftreten können, auszuschließen. 
Nach der Beschickung der Zellkulturplatten mit den jeweiligen Noxen, bezie-
hungsweise den Kontrollen wurden die Zellen für 24 Stunden im Brutschrank 
bei 34 C° in feuchter 5 %iger CO2 Atmosphäre inkubiert.  Nach Ablauf der In-
kubationszeit wurden pro Well zweimal 250 µl vom Überstand abgenommen, 
für eine später erfolgende Laktat- und Pyruvatbestimmung abgefüllt, fünf Minu-
ten bei 95 C° erhitzt  und bei -20 C° eingefroren (weiteres Vorgehen siehe Lak-
tat-, Pyruvat- und Inhibin-Assay). Mit den für die Inhibinbestimmung bestimmten 
Proben wurde genauso verfahren, nur daß sie nicht auf 95 C° erhitzt wurden. 
Um einen Bezugswert für die Laktat-, Pyruvat- und Inhibinbestimmung zu ha-
ben, wurde mit den noch am Boden der Wells anhaftenden Sertoli-Zellen eine 
Proteingehaltbestimmung (siehe Proteinbestimmung) durchgeführt. Bei  weite-
ren Versuchsreihen wurden keine Überstände abgenommen, sondern ein Vitali-
tätstest (siehe MTT-Assay) durchgeführt. 
Pro Metallsalz und Konzentrationsreihe wurden immer zwei Zellkulturplatten pro 
Versuchstag gemessen. Alle Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt.  




III.5: Protein-Assay   
 
Um einen Bezugswert für die Laktat-, Pyruvat- und Inhibinbestimmung zu ha-
ben, wurde der Proteingehalt der zu untersuchenden Proben gemessen. Zur 
Proteinbestimmung wurde der BIO-Rad Protein Assay (55-0116; Hercules, CA, 
USA) verwendet. Dieser Assay basiert auf Grundlage der Untersuchungen von 
Lowry (1951). Die Reaktion von Proteinen mit alkalischer Kupfertartrat-Lösung 




 NaOH (0,5M) mit 0,1%SDS (g/l) (Natriumdodecylsulfat, Serva)  
 Reagenz A: alkalische Kupfertartrat-Lösung (BIO-Rad Protein Assay) 
 Reagenz B: Folinsäure (BIO-Rad Protein Assay)  
 Proteinstammlösung: Rinderserumalbumin (BSA; Albumin, Bovine, A-7030; 
Sigma) 1,4 mg/ml gelöst in NaOH/SDS 
 
Herstellung der Proteinstandardlösungen:  
 
 1400 µg BSA /ml     ->  100 µl Proteinstammlösung  
 1000 µg BSA /ml     ->  100 µl Proteinstammlösung +   40 µl NaOH + PBS  
 600 µg BSA /ml       ->  100 µl Proteinstammlösung + 133 µl NaOH + PBS  




Zuerst wurde das Kulturmedium von den Platten entfernt und diese dann auf 
Filterpapier trockengeklopft. Danach wurde zum Auflösen der Proteine und 
Zellmembranen in jedes Well 200 µl NaOH (0,5M) mit 0,1 %SDS (g/l) gegeben. 
Die Platten wurden zwei Stunden im Kühlschrank inkubiert. Anschließend wur-
den pro Well zweimal 20 µl für eine Doppelbestimmung entnommen und auf 
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eine Mikrotiterplatte gegeben. Von den vorher hergestellten Standardlösungen 
wurden ebenfalls zweimal 20 µl auf die Mikrotiterplatte gegeben, um nach der 
Messung eine Eichkurve/Standardkurve zu erhalten. Zu jeder Probe bzw. Stan-
dardlösung wurden 200 µl Reagenz A hinzugefügt. Der im Reagenz enthaltene 
Farbstoff bindet unspezifisch an die Aminogruppen der in den Proben bzw. 
Standardlösungen enthaltenen Proteine. Nach Zugabe von je 25 µl Reagenz B 
pro Well wurde eine Farbreaktion ausgelöst, die um so stärker ausfällt, je mehr 
Protein sich im Well befindet. Nach Zugabe der Reagenzien wurde die Platte 
25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde bei 690 nm im 
MTP-Reader die Absorption gemessen. Der Proteingehalt in den Proben wurde 
mit Hilfe der Standardlösungen rechnerisch ermittelt. Die Standardkurve der 
Standardlösungen verlief im Bereich von 200 µg/ml bis 1400 µg/ml linear.  





III.6: MTT-Assay  
 





 PBS+Ca2+ (Herstellung siehe unten)  
 MTT (gelber wasserlöslicher Farbstoff -> 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl-Tetrazoliumbromid; Serva)  
 Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva) ->Lösungsmittel 
 
Herstellung der PBS+Ca2+-Lösung: 
 
 eine Tablette Phosphat Buffered Saline Tabletts (PBS 10 mM; 
Na2HPO4/KH2PO4; 136 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 1,42 mM; CaCl2; 1 mM 
MgCl2, pH 7,3; (Oxoid, Unipath Ltd., England) wurde in 100 ml Aqua dest 
gelöst  
 dazu werden 21 mg Kalziumchlorid (mit 2H2O) hinzugefügt  
 der pH-Wert wurde mit einigen Millilitern Phosphorsäure oder NaOH auf 
pH7,3 eingestellt  




Zuerst wurde die MTT-Lösung angesetzt. Dazu wurden 5 mg MTT-Pulver in 
1ml PBS+Ca2+ in einem Falcon-Röhrchen gelöst. Diese Mischung wurde zum 
vollständigen Lösen in ein Ultraschallbad gehalten. 
Unter einer Cleanbank wurde nun das Medium aus den Wells der 24-
Zellkulturplatte abgesaugt. Vorversuche zeigten, daß es sinnvoll ist, ein Wa-
schen der Zellen als Zwischenschritt einzuführen: 500µl PBS+Ca2+ wurden in 




jedes Well gegeben und wieder abgesaugt. Das Waschen sollte dazu dienen, 
das Nährmedium der Zellkultur sowie das eingesetzte Schwermetall restlos zu 
entfernen und somit zu gewährleisten, daß die Inhaltsstoffe des Nährmediums 
nicht in die Messungen mit eingehen. 
Anschließend wurde jeweils 1 ml PBS+Ca2+ (vorher auf 34 °C erwärmt) und 
100 µl MTT-Lösung in jedes Well gegeben. Anschließend wurden die Zellkul-
turplatten für eine Stunde bzw. für zwei Stunden bei 34 °C im Brutschrank inku-
biert. Durch die längere Einwirkzeit des bei diesem Assays verwendeten MTT 
wurde so eine höhere Färbung erzielt. Somit konnten zuverlässigere Messer-
gebnisse erzielt werden. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten aus dem Brutschrank ge-
nommen und der Überstand aus den Wells wurde abgesaugt. Anschließend 
wurde 500 µl DMSO pro Well dazu gegeben. Die Platten wurden schließlich für 
30-60 Sekunden geschüttelt, damit eine vollständige Lösung des entstandenen 
blauen Farbstoffes erfolgt. DMSO stoppt gleichzeitig auch die Farbumwand-
lungsreaktion.  
Pro Well wurden für eine Doppelbestimmung zweimal 200 µl entnommen und 
in 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert. Anschließend wurde die Absorption im 
MTP-Reader bei 550 nm gegen 620 nm als Referenz gemessen.  
 
Ablauf der chemischen Reaktion:  
 
Der wasserlösliche gelbe Farbstoff MTT wurde mittels mitochondrialer De-
hydrogenasen zu blau-violettem wasserunlöslichem Farbstoff (Formazan) redu-
ziert. Da diese Farbumwandlung von der Aktivität der mitochondrialen De-
hydrogenasen abhängig ist, geschieht dies nur in vitalen Zellen. Je mehr blau-
violetter Farbstoff in den Wells enthalten ist, desto mehr bzw. desto vitaler wa-
ren die Zellen in den Wells. Die verwendeten Sertoli-Zellen wurden aus 18-21 
Tage alten Ratten isoliert. Zu diesem Zeitpunkt proliferieren diese Zellen nicht 
mehr (Weber et al., 2002), so daß der Farbumschlag ausschließlich von der 
Vitalität der Zelle, d.h. der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase ab-
hängt.  Die Intensität der Blaufärbung kann photometrisch gemessen werden.   




MTT(Tetrazoliumsalz)    mitoch.Dehydrogenasen              Formazan  
               gelb                                                  in vitalen Zellen                                        blau-violett  
 
 
Die Vitalität der Zellen wurde mit folgender Formel auf die jeweilige Kontrolle 
normiert:  
 
Vitalität (in %) = Extinktion (Probe) / Extinktion (Kontrolle) x 100 
 
Formel 4: Formel zur Berechnung der Zellvitalität in % 
 
Die Ergebnisse dieser Messungen zeigten, wie hoch die Aktivität der mito-
chondrialen Dehydrogenase in mit Metallionen behandelten Zellen im Vergleich 
zur Kontrolle (ohne Noxen) war. Die Aktivität dieses Enzyms diente hier als 
Marker für die Vitalität der Zellen.  





III.7: Laktat-Assay  
 
Der von Noll (1984) beschriebene Laktatassay wurde für die Messung der Lak-
tatausschüttung bei Sertoli-Zellen entsprechend verändert. Dies war notwendig, 
da die Anzahl der Proben groß war und das Volumen der einzelnen Probe ge-
ring. Wie in V.4. beschrieben wurden pro Well zweimal 250 µl vom Überstand 
abgenommen und für eine spätere Laktat- und Pyruvatbestimmung in Eppen-
dorfcups abgefüllt, für fünf Minuten erhitzt und bei -20C eingefroren. Aufgrund 
der zwischen Cupinnenwand und Probenflüssigkeit wirkenden Adhäsionskräfte 
bleibt bei Entnahme der Proben aus den Cups immer etwas Probenflüssigkeit 
auf der Cup Innenwand haften. Zudem wirken innerhalb der zurückbleibenden 
Flüssigkeitstropfen Kohäsionskräfte die ebenfalls eine vollständige Entleerung 
der Cups unmöglich machen. 80 µl Probevolumen kann man aber in jedem Fall 
aus den Cups entnehmen. Das  Probevolumen in der originalen Versuchsvor-
schrift von Noll (1984) beträgt 200 µl. Entsprechend mußten nun die Volumina 
der anderen für den Assay verwendeten Reagenzien reduziert werden, damit 
die Volumenverhältnisse der einzelnen Flüssigkeiten aufeinander abgestimmt 
waren. Die Wartezeit von zehn Minuten bis zum Messen der Extension wurde 
hingegen beibehalten, ebenso die Wellenlänge von Hg 340 nm. 




 destilliertes Wasser  
 ß-NAD [nicotinamide-adenin dinucleotid] (H-7825; Sigma)  
 GPT (Glutamic-Pyruvic-Transaminase 1000 units, from porcine heart, ent-
spricht der L-Aminotransferase (G-9880; Sigma))  
 LDH (L-Lactic-Dehydrogenase 2500 units ( L-2518; Sigma))  
 NaOH (1 mol/l) (Merck, Darmstadt)  
 L-(+)-Glutaminsäure (Merck, Nr. 1.00241) 
 L(+)Laktat (H-5706; Sigma) 
 KH3PO4  








Für die Laktatbestimmung mußten zuvor folgende Lösungen angesetzt werden: 
 
Glutamatpuffer: 
 56,75 g L-(+)-Glutaminsäure wurden in 1N 380 ml NaOH gelöst und auf 500 
ml mit destilliertem  Wasser aufgefüllt. Diese neutrale L-(+)-Glutamatlösung 
(0,77 mol/l) wurde bei  -20 °C eingefroren und bei Bedarf aufgetaut. 
 einen Tag vor der Durchführung des Laktat-Assays wurde die neutrale L-
(+)-Glutamatlösung in den Kühlschrank gestellt, um sie langsam aufzutau-
en.  
 am Tag des Laktat-Assays wurden zur Herstellung des Glutamatpuffers 
(0,52 mol Endkonzentration /l, pH 8,9) 20 ml neutrale Glutamatlösung mit 
9,4ml NaOH (1 mol/l) gemischt.  
 
Laktatstandardlösungen:  
 16 mg L(+)Laktat wurden in 100 ml  Kulturmedium B (siehe Anlegen der 
Zellkultur ) gelöst  
 ein Teil dieser Lösung wurde 1:1 mit Aqua dest. verdünnt, so daß man  ei-
nen Standard mit halber Konzentration erhielt.  
 
 Kaliumphosphatpuffer: 
 10mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5, 50% Glycerin  
 
NAD-Lösung: 
 20 mg ß-NAD [Nicotinamide-Adenin dinucleotid] (H-7825; Sigma) in 1 ml 










Zuerst wurde bei Raumtemperatur in jede 1 ml Kunststoffküvette 700 µl Aqua 
dest. und 250 µl Glutamatpuffer gegeben. Danach wurde 30 µl NAD-Lösung in 
die 1 ml-Kunststoffküvetten pipettiert. Dabei wurde darauf geachtet, daß die 
Reagenzien gut durchmischt wurden. Anschließend wurden die zu untersu-
chenden Proben (80 µl) in die Küvetten gegeben. Es wurden jeweils Doppelbe-
stimmungen durchgeführt.  
Um einen Referenzwert zu erhalten, wurden zwei Küvetten mit Aqua dest. 
(Blank), vier andere mit zwei Laktatstandardlösungen bekannter Konzentratio-
nen (80 bzw. 160 mg/ml) gefüllt. Diese Werte dienten als Grundlage für die 
spätere  Berechnung der Laktatkonzentration in den Proben. Des weiteren war 
es möglich, mit diesen Werten die ermittelten Ergebnisse  auf ihre Korrektheit 
zu überprüfen.  
Nun wurden 10 µl GPT in jede Küvette dazu gegeben. In die Küvette des 
Blanks wurde Kaliumphosphatpuffer gegeben. Nach zehn Minuten wurde die 
Extension (E1) im Photometer gemessen (bei 340 nm). Nach der Messung wur-
den 11 µl LDH in jede Küvette gegeben und gut vermischt. Nach 60 Minuten 
wurde erneut die Extension (E2) im Photometer gemessen. 
 
Ablauf der chemischen Reaktion:  
 
Der durchgeführte Laktat-Assay ist ein gekoppelter Enzymassay. Die Enzymre-
aktion läuft in zwei Schritten ab. Im ersten Schritt wurde L-Laktat  und NAD+  
durch L-Laktatdehydrogenase (LDH) zu Pyruvat, NADH und H+ oxidiert.  
 
Formel 5: Reaktionsgleichung der Oxidation von L-Laktat mit NAD+ zu Pyruvat und 
NADH und H* 
 
Die NADH Zunahme ist der Laktatkonzentration direkt proportional und kann 
photometrisch bei 340 nm gemessen werden. Das Gleichgewicht dieser Reak-
⊕++ →←⊕+− HNADHPyruvatNADLaktatL LDH




tion liegt auf der Seite des Laktats, deswegen muß in einer Folgereaktion das 
entstehende Pyruvat mittels GPT in Gegenwart von L-Glutamat (im Puffer) in α-
Ketoglutarat umgewandelt werden.  
 
Formel 6: Reaktionsgleichung der Umwandlung von Pyruvat mit L-Glutamat zu L-
Alanin und α-Ketoglutarat mittels GPT= Amino-Alanin-Transferase (ATC). 
 
Berechnung der Laktatkonzentration:  
 
E1 (gemessene Extinktion vor Zugabe der LDH)  
E2 (gemessene  Extinktion nach Zugabe der LDH)  
Extinktionsdifferenz -> ∆E = E2 - E1  
c = Laktatkonzentration = zu ermittelnde Größe 
V =Testvolumen [ml] = 1,081 ml  
v =Probevolumen [ml] = 0,080 ml 
MG = Molekulargewicht des Laktats [g/mol]  = 90,1 g/mol  
d = Schichtdicke [cm] =1 cm  




Formel 7: Konzentrationsgleichung zur Berechnung der Laktatkonzentration 
 
Bei jedem Versuchsdurchlauf wurden vier Proben mit zwei bekannten Konzent-
rationen (->80 bzw. 160 mg/ml) zur Kontrolle der Meßergebnisse mitbestimmt. 
Die Messungen verliefen im Konzentrationsbereich von 2 mg L(+)-Laktat/100ml 











atKetogluterAlaninLGlutamatLPyruvat imPufferGPT −+− →−+ α)(
III. Material und Methoden 
 
40 
                                                         
 
 
III 8.: Pyruvat-Assay 
 
Der von Czok und Lamprecht (1974) beschriebene Pyruvat-Assay wurde für die 
Messung der Pyruvatausschüttung bei Sertoli-Zellen entsprechend verändert. 
Genau wie bei dem oben dargestellten Laktat-Assay war dies notwendig, da die 
Anzahl der vorliegenden Proben groß war und das Volumen der einzelnen Pro-
be gering (250 µl).  
Da kein Probevolumen von 0,8 ml zur Verfügung stand, wie in der Orginal-
vorschrift von Czok und Lamprecht (1974), wurde versucht mit weniger auszu-
kommen. Wie mit Hilfe der zur Kontrolle eingesetzten Standardlösungen he-
rausgefunden wurde genügt ein Probevolumen von 0,2 ml, obwohl dies nur ein 
Viertel des Originalvolumens von Czok und Lamprecht (1974) beträgt. Es war 
nicht möglich, daß von allen verwendeten Reagenzien nur ein Viertel der im 
Original-Assay eingesetzten Volumina genommen wurde, da zur Messung im 
Photometer ein bestimmtes Gesamtvolumen benötigt wurde. In den hier ver-
wendeten 1 ml Küvetten muß das Volumen entsprechend hoch sein, damit der 
Meßstrahl, der immer aus einer Öffnung in einer bestimmten Höhe  tritt, auf die 
zu messende Flüssigkeit trifft. 
Die eingefrorenen Pyruvatstandardlösungen dürfen nicht länger als zwei Wo-
chen verwendet  werden. Vorversuche zeigten, daß sich nach Ablauf von zwei 
Wochen die Konzentration änderte und sich diese Lösungen somit nicht mehr 
als Vergleichswerte eigneten.  
 
 
Materialien und Reagenzien:  
 
 β-NADH: 10 mg NADH-Na2 (NADH, disodium salt gerade, 100 %; Nr. 
83749127; Boehringer, Ingelheim)  
 LDH (L-Laktatdehydrogenase 2500 units (L-2518; Sigma) 
  Triäthanolaminhydrochlorid (Nr. 45281720; Boehringer)  
 EDTA (Nr. KD 3564718; Merck) 
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 NaOH (2N)  
 K2HPO4  
 KH2PO4  
 Na-Pyruvat 




Vor Beginn der Messungen mußten folgende Lösungen angesetzt werden: 
 
Triäthanolamin-Puffer (0,5 M; pH=7,6): 
 23,3g Triäthanolaminhydrochlorid wurden in circa 200 ml Aqua dest. gelöst  
 0,47g EDTA (Komplexbildner der Metallionen bindet) wurden zu der Lö-
sung hinzugefügt  
 mit circa 20 ml 2N NaOH wurde die Lösung auf pH 7,6 eingestellt  









 11 mg Pyruvat wurden in 100 ml Triäthanolamin-Puffer gelöst.  
 ein Teil der hergestellten Pyruvatstandardlösung wurde nun um die Hälfte 
mit Triäthanolamin-Puffer verdünnt -> 5,5 mg Pyruvat /100 ml Triäthanola-
min-Puffer 
 Vorversuche hatten gezeigt, daß sich nach Ablauf von zwei Wochen die 
Konzentration der Pyruvatstandardlösungen änderte und sich diese Lösun-
gen somit nicht mehr als Vergleichswerte eigneten. Deshalb dürfen die Pyru-
vatstandardlösungen nicht länger als zwei Wochen verwendet  werden. 
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Zuerst wurden 10 mg β-NADH-Pulver in 2 ml Aqua dest. gelöst. Danach wur-
den 10 µl LDH mit 90 µl Kaliumphosphat-Puffer verdünnt. Bei Raumtemperatur 
pipettierte man in jede 1 ml Kunststoffküvette 20 µl β-NADH-Lösung.  
Anschließend wurden 600 µl Triäthanolamin-Puffer und dann 200 µl der zu un-
tersuchenden Probelösung hinzugefügt. Wichtig ist hierbei, daß alle Reagen-
zien zum Schluß  gut durchmischt werden.  
Um einen Referenzwert zu erhalten, wurden zwei Küvetten mit Aqua dest. 
(Blank) statt der Probe, vier andere mit zwei Pyruvatstandardlösungen bekann-
ter Konzentration (11 bzw. 5,5 µg/ml) gefüllt. Diese Werte dienten als Grundla-
ge für die spätere Berechnung der Pyruvatkonzentration in den Proben. Des 
weiteren war es möglich, mit diesen Werten die ermittelten Ergebnisse auf ihre 
Korrektheit zu überprüfen. In den Blank wurde nicht, wie es bei den anderen 
Lösungen der Fall ist, β-NADH-Lösung gegeben.  
Nach dem Mischen der Reagenzien wurde zehn Minuten gewartet, anschlie-
ßend wurde dann im Photometer (Spektralphotometer DU68 Beckmann, Mün-
chen, Deutschland) bei 340 nm die Extinktion (E1) gemessen. Nach der Mes-
sung wurde in jede Küvette 10 µl L-Laktatdehydrogenase (LDH)-Lösung gege-
ben. Wiederum ist hierbei eine gute Durchmischung der Reagenzien notwen-
dig. 
Nach einer Wartezeit von fünfzehn Minuten wurde im Photometer bei 340nm 
ein zweites Mal die Extinktion (E2) gemessen.  
 
Ablauf der chemischen Reaktion:  
 
Bei dem hier beschriebenen Enzymassay wird Pyruvat durch β-NADH + H+ in 
einer von L-Laktatdehydrogenase (LDH) katalysierten Reaktion zu L-Laktat und 
NAD+ (Nicotinamid Adenin Dinucleotid) reduziert. Die β-NADH-Abnahme ist  
direkt proportional zur Pyruvatkonzentration in den Proben und kann wie oben 
beschrieben bei 340 nm photometrisch gemessen werden.  
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Formel 8 : Reaktionsgleichung der Reduktion von Pyruvat mit NADH zu L-Laktat und 
NAD+ 
 
Berechnung der Pyruvatkonzentration: 
 
E1 (gemessene Extinktion vor Zugabe der LDH) 
E2 (gemessene Extinktion nach Zugabe der LDH) 
Extinktionsdifferenz->∆E=E2-E1  
c = Pyruvatkonzentration = zu ermittelnde Größe 
V = Testvolumen [ml] =0,830 ml  
v = Probevolumen [ml] =0,200 ml 
MG = Molekulargewicht des Pyruvats [g/mol] = 110,05 g/mol  
d = Schichtdicke [cm] = 1 cm  




Formel 9: Konzentrationsgleichung zur Berechnung der Pyruvatkonzentration 
 
Bei jedem Versuchsdurchlauf  wurden vier Proben mit zwei bekannten Kon-
zentrationen (Pyruvatstandardlösungen -> siehe oben) zur Kontrolle mitbe-
stimmt. Dabei zeigte sich, daß die durchgeführten Messungen im Konzentrati-
onsbereich von 5,5 mg Pyruvat/ 100 ml bis 11 mg Pyruvat/ 100 ml (= 55 bzw. 
110 µg/ml) linear verliefen.  
















III.9: Inhibin-Assay  
 
Die Inhibinkonzentration in den Proben wurde mit dem Inhibin-B Dimer Assay 
Kit (ultra sensitive; MCA1312KZZ; Serotec Limited, Oxford, Großbritannien) 




 Inhibin-B Dimer Assay Platte (Nr. MCA1312K) 
 Sodium Dodecyl-Sulfat (SDS) 6%ige Lösung (Nr. SDS1312) 
 Dimeric Inhibin Assay Standard (Nr. HPS1312) 
 fötales Kälberserum (lyophilisiert) (Nr. CO1312) 
 Dimeric Inhibin Assay Verdünnungsmittel (Nr. BUF1312) 
 Fab Mouse anti human Inhibin-Alpha Untereinheit (Alk. Phos.); 
(Nr.MCA1312A) 
 Inhibin-B Waschpuffer, 25fach konzentriert (Nr. WB1312) 
 Magnesiumchloridlösung (1M); (Nr. MCL1312) 
 Substrat (Nr. SBO11) 
 Substratverdünnungsmittel (Nr. DSO11) 
 Verstärker (Nr. AMPO11) 
 Verstärkerverdünnungsmittel (Nr. DAO11) 
 Stoplösung (Nr. STPO11) 




Zuerst mußten folgende Lösungen angesetzt wurden: 
 
 Rekonstitution des gefriergetrockneten fötalen Kälberserums durch Lösen in 
5 ml Aqua dest. 
 Rekonstitution des gefriergetrockneten Dimeric Inhibin Standard durch Lö-




sen in 1,3 ml aufgelösten fötalen Kälberserum 
 Verdünnung des Waschpuffers: das Inhibin-B Waschpufferkonzentrat wurde 
mit Aqua dest. im Verhältnis 1:24 verdünnt  
 Bereitung der Assay-Standards: durch Verdünnen des Dimeric Inhibin As-
say Standard mit fötalem Kälberserum wurden Stammlösungen folgender 
Konzentrationen hergestellt 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 pg (Inhi-
bin- B)/ ml.  
Der Versuch wurde wie im Folgenden beschrieben durchgeführt: 
(1) je 100 µl Probe wurden in Kunststoffcups (Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land) bei Raumtemperatur   aliquotiert. In zwei zusätzliche Cups wurden je 
100 µl fötales Kälberserum gegeben als Blank.  
(2) in jeden Kunststoffcup wurden 50 µl 6%ige SDS hinzugefügt.  
(3) nach dem Mischen der Lösungen, wurden die Cups für fünf Minuten auf 
95°C erhitzt.  
(4) nach dem Abkühlen der Cups wurden je 100 µl Dimeric Inhibin Assay Ver-
dünnungsmittel dazugegeben und die Lösung wurde vermischt.  
(5) Zugabe von je 50 µl frisch zu bereiteten 6 % wäßrigen H2O2.   
(6) Inkubation bei Raumtemperatur für 30 Minuten.  
(7) auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aus dem Inhibin-B Dimer Assay Kit wurden 
in jedes Well je zweimal 80 µl von jeder behandelten Probe, Leerwert und 
jedem Standard gegeben (Doppelprobe).  
(8) Inkubation bei Raumtemperatur über Nacht in einer feuchten Kammer.  
(9) 100 µl Fab Mouse anti human Inhibin-Alpha Untereinheit wurde mit 6 ml   
Dimeric Inhibin Assay Verdünnungsmittel verdünnt.    
(10)die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit Inhibin-B Waschpuffer dreimal 
gewaschen. Anschließend wurde die Platte auf saugenden Papier ausge- 
   klopft um anheftenden Puffer zu entfernen. Die Wells durften dabei             
aber nicht austrocknen. 
(11)Zugabe von 50 µl Fab Mouse anti human Inhibin-Alpha Untereinheit in je-
des Well.  
(12)die Mikrotiterplatte wurde abgedeckt und in einer feuchten Kammer bei 




Raumtemperatur für drei Stunden inkubiert.  
(13)die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit Inhibin-B Waschpuffer achtmal 
gewaschen. Beim letzten Waschgang wurde der Puffer nicht mehr aus den 
Wells entfernt, sondern in den Wells belassen. Die Platte wurde so 15 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert.  
(14)während der Inkubationszeit wurde das Substrat mit dem Substratverdün-
nungsmittel verdünnt.  
(15)Zugabe von 13 µl Magnesiumchloridlösung zu 13 ml Substratlösung (in (14) 
zubereitet).  
(16)der Waschpuffer wurde von der Mikrotiterplatte entfernt. Die Platte wurde 
nun 2 bis 3 mal gewaschen. Anschließend wurde die Platte auf Filterpapier 
ausgeklopft.  
(17)Zu jedem Well wurden 50 µl Substratlösung (in (14) zubereitet) dazugege-
ben. 
(18)Die Platte wurde abgedeckt, versiegelt und bei Raumtemperatur eine   
Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.  
(19)Während der Inkubationszeit wurde der Verstärker mit dem Verstärkerver-
dünnungsmittel verdünnt.  
(20)Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 µl Verstärker pro Well 
dazugegeben.  
(21)Die Platte wurde abgedeckt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkuba-
tionszeit sollte solange andauern bis der 1000 pg/ml Standard eine Absorp-
tion von 1,5- 1,8 bei 490 nm Wellenlänge aufweist. Abhängig von der  
Raumtemperatur dauerte dies 20 - 60 Minuten. Zur Kontrolle, ob diese        
Werte schon vorlagen, wurde nach 15, 30, 45, 60 Minuten eine photometri-
sche    Messung vorgenommen.  
(22)Bei Bedarf ist es möglich die Reaktion anzuhalten durch Zugabe von 50 µl 
Stoplösung. Anschließend kann die Platte photographiert werden oder tief-








Ablauf der chemischen Reaktion:  
 
Dieser Assay basiert auf den Methoden von Groome et al. (1996). Es handelt 
sich hier um einen Festphasen-Sandwich ELISA (Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay).  
Inhibin besteht aus zwei verschiedenen durch Disufidbrücken verbundenen Un-
tereinheiten (α-Untereinheit und entweder βA-Untereinheit oder βB-
Untereinheit). Die α-Kette ist bei beiden Inhibin- Formen identisch; die β-Kette 
unterscheidet Inhibin-A und Inhibin-B. Die verwendeten Mikrotiterplatten sind 
mit einem monoclonalen Antikörper gegen die β-Untereinheit von Inhibin-B be-
schichtet. Beim Einbringen der Proben und Standards wurden diese nun mit 
dem Antikörper inkubiert. Es entsteht eine  Verbindung zwischen dem Antigen 
Inhibin-B über dessen β-Untereinheit und dem in den Wells enthaltenem Anti-
körper. Nach dem zweiten Waschen wurde ein weiterer Antikörper hinzugefügt, 
der nun an die α-Untereinheit von Inhibin-B bindet. Dieser zweite Antikörper 
war zudem mit alkalischer Phosphatase gekoppelt. Beim letzten Waschen wur-
den alle Stoffe aus den Wells entfernt die nicht mit den Antikörpern reagiert 
haben. Die Menge der alkalischen Phosphatase, die in den Wells enthalten ist, 
kann mit einer Farbreaktion nachgewiesen wurden. Die Menge des entstehen-
den Farbstoffes ist direkt proportional zu der Konzentration von Inhibin-B in den 
zu untersuchenden Proben.  
Der oben beschriebene Assay verlief im Konzentrationsbereich von 15,6 pg 
Inhibin-B/ml bis 1000 pg Inhibin-B linear. 
 





III.10: Statistische Auswertung  
 
Die in den nachfolgenden Diagrammen dargestellten Werte entsprechen dem 
Mittelwert + Standardabweichung errechnet aus den Meßergebnissen der ein-
zelnen Wells. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden meist mit Micro-
soft Exel berechnet. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem zweiseiti-
gem Student`s-t-test (Microsoft Exel). Die Ergebnisse dieses Tests sind in den 
Diagrammen mit Hilfe von Symbolen dargestellt. Das Symbol (xxx) kennzeich-
net dabei einen signifikanten Unterschied von (p<0,001) im Vergleich zur jewei-
ligen  unbehandelten Kontrolle; (xx) kennzeichnet (p<0,01) und (x) kennzeich-
net (p<0,05). Die Normalverteilung der Proben wurde vorher getestet (Microsoft 
Exel). Lag keine Normalverteilung vor, so wurde der Mann-Whitney-Test ange-
wandt (Graph PAD In Stat, Dr. Saunders, Graph PAD Software Vers. 1.11a, 
1990). Die Anzahl der Proben (n) pro Versuch variierte. Zumeist lagen jedoch 
acht einzelne Meßergebnisse pro Noxe, Parameter und  Konzentration der No-
xe vor. Bei jedem vorliegenden Diagramm ist die genaue Anzahl der Meßwerte 
(n)  angegeben. Die einzelnen Meßreihen wurden nicht zusammengelegt, um 
eine größere Stichprobe zu erhalten, da sie aus unterschiedlichen Isolationen 
der Sertoli-Zellen stammen. Teilweise liegen daher variierende Ergebnisse der 
Kontrolle vor; z.B. schwankt der Laktat-Kontrollwert zwischen 40-100µg. Der 
Trend der Konzentration-Wirkungs-Kurve war dabei aber stets sehr ähnlich.  
Alle Meßreihen wurden mindestens dreimal wiederholt. Es liegt hier eine Dar-










Reinheit der Zellkultur 
IV. a: Behandlung der Zellen mit hypotoner Lösung 
Die im Kapitel "Material und Methoden" beschriebene Behandlung der Zellen 
mit hypotoner Lösung führte zu einem sogenannten "hypotonen Schock". Wie in 
der Abbildung 2a dargestellt sieht man vor der Behandlung der Zellen mit hypo-
toner Lösung neben Sertoli-Zellen auch Keimzellen, vorwiegend Spermatigo-
nien und frühe Spermatozyten. Zwei bis drei Tage nach dem "hypotonen 
Schock" erkennt man bei der mikroskopischen Betrachtung der Zellen einen 
einheitlichen Zellrasen (Abbildung 2b).  
 
 
Abb. 2a: Sertoli-Zellen vor dem hypotonen Schock: man sieht neben Sertoli-Zellen 










Abb. 2b: Sertoli-Zellen 2-3 Tage nach dem hypotonen Schock: man sieht einen ein-
heitlichen Zellrasen. Der Mikrometerbalken entspricht 50µm. 
 
IV. b: Nachweis von Leydig-Zellen 
Zum Nachweis von Leydig-Zellen diente der 3ß-Hydroxysteroid Dehydrogenase 
Nachweis nach Welsh et al. (1975). Mit dieser Methode konnten keine Leydig-
Zellen in den Sertoli-Zellkulturen detektiert werden. Eine Kontamination der 
Zellkulturen mit dieser Zellart ist somit auszuschließen.  
 
IV. c: Nachweis von peritubulären Myoidzellen 
Die peritubulären Myoidzellen wurden wie im Kapitel "Material und Methoden" 
beschrieben über eine entsprechende immunzytochemische Färbung mit einem 
für α-Isoactin spezifischen Antikörper nachgewiesen. Dieser Nachweis ergab 
regelmäßig eine geringe Kontamination (< 5%) der Sertoli-Zellkulturen mit Zel-













Abb. 3: Immunzytochemischer Nachweis von α-Isoactin in Sertoli-Zellen  
Die epithelförmigen Sertoli-Zellen bilden einen dichten Zellrasen und weisen keinen 
positiven Nachweis von α-Isoactin auf. Immunpositive Peritubular-Zellen finden sich 
nur vereinzelt. Die Kernfärbung erfolgte mit Hämatoxylin. Der Mikrometerbalken ent-
spricht 50 µm. 
 
IV. d: Nachweis von Sertoli-Zellen 
Durch Anfärbung des intermediären Filamentproteins Vimentin wurden Sertoli-
Zellen dargestellt (Wrobel et al., 1995). Mit Hilfe dieser im Kapitel "Material und 
Methoden" beschrieben Methode konnte hier eine Reinheit der Sertoli-Zellkultur 
von annähernd 90-95% nachgewiesen werden (Abbildung 4). Zu diesem Er-
gebnis kommt man ebenfalls, wenn man mit dem Mikroskop die Morphologie 













    Abb. 4a: Durch Anfärbung des intermediären Filamentproteins Vimentin konnte 
hier eine Reinheit der Sertoli-Zellkultur von annähernd 90 - 95 % nachgewiesen 
werden.   
 
 






IV. e: Vitalität der Sertoli-Zellen nach Zugabe der Noxe 
 
Insgesamt gesehen reduzieren Quecksilberdinitrat und Cis-Platin die Vitalität 
der Sertoli-Zellen merklich, während Kupfersulfat und Kaliumnitrat nur einen 
geringen Einfluß auf die Vitalität der Sertoli-Zellen ausüben.  
Eine signifikante Abnahme der Vitalität erfolgte bei einer Cis-Platinkonzentration 
ab 12,5 µM (Abb.5). Bei höheren Cis-Platinkonzentrationen verringerte sich die 
Vitalität der Zellen um 11% (50 µM) und um 15% bei einer Konzentration von 
100 µM (Abb.5). 
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 Abb.5: Vitalität der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Cis-Platin. Gezeigt 
sind die Mittelwerte + SD (N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein 










Wurden die Zellen mit Kupfersulfat inkubiert, so zeigte sich eine signifikante 
Erhöhung der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen bei einer Konzent-
ration von 10-30 µM (-> zelluläre Streßreaktion). Danach erfolgte eine geringe 
aber nicht signifikante Abnahme der Vitalität auf 90 % bei der höchsten geteste-
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Abb.6: Vitalität der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Kupfersulfat. Gezeigt 
sind die Mittelwerte + SD (N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein 


































   N=8 
 
 Abb.7: Vitalität der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Kaliumnitrat. Gezeigt 
sind die Mittelwerte + SD (N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Sig-
















Quecksilberdinitrat weist die höchste Zytotoxizität der hier getesteten Metallio-
nen auf. 
Allerdings kam es bei geringen Quecksilberdinitrat-Konzentrationen zu einer 
leichten Induktion der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase (Abb.8) um 
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  Abb.8: Vitalität der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Quecksilberdinitrat 
(niedriger Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD 
(N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 
(p<0,001), (p<0,01) und (p<0,05). 












Höhere Quecksilberdinitrat-Konzentrationen über 20 µM (19,6 µM) hemmten 
dagegen signifikant die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase und indu-
zierten somit ein Absterben der Zellen (Abb.9). Ab einer Noxenkonzentration 
von 30,5 µM war die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase auf die Hälfte 
der Kontrolle reduziert, der sogenannte halbmaximale Effekt liegt also bei  
EC50= 30,5  µM. Der EC50-Wert entspricht derjenigen Schadstoffkonzentration, 
bei der eine Abnahme der Meßgröße auf 50% des Kontrollwertes (unbehandel-
te Probe) beobachtet wurde. Dieser Wert wurde durch graphische Extrapolation 
aus den entsprechenden Konzentrations-Diagrammen ermittelt.  
Bei den höchsten hier getesteten Konzentrationen von 47,62 µM Quecksilberdi-






















  Abb.9: Vitalität der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Quecksilberdinitrat 
(hoher Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD 
(N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 
(p<0,001), (p<0,01) und (p<0,05). Der sogenannte halbmaximale Effekt 





IV. f: Die Laktatproduktion der Sertoli-Zellen nach Zugabe der Noxe 
Bei Cis-Platin-Konzentrationen bis 50 µM konnte man keine Erhöhung der Lak-
tatsekretion beobachten. Bei einer Konzentration von 50 µM kam es zu einer 
signifikanten 1,2-fachen Erhöhung der Laktatkonzentration. Nach der Inkubation 
mit Cis-Platin stieg die Laktatsekretion signifikant um das 2,6-fache bei einer 




























Abb.10: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Cis-Platin. 
Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=12). (xxx), (xx), und (x) kennzeich-
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Nach einer Inkubation der Sertoli-Zellen mit niedrigen Kupfersulfatkonzentratio-




























Abb.11: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Kupfersul-
fat (niedriger Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD 
(N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 
















Werden die Zellen mit höheren Kupfersulfatkonzentrationen inkubiert, so ändert 
sich die Laktatausschüttung der Zellen im Konzentrationsbereich bis 25 µM nur 
wenig.  Ab einer Konzentration von 50 µM stieg die Laktatsekretion dagegen 
signifikant  um das 1,6- fache auf 107 µg/100 µg Protein*24 h (Abb.12).  
Bei einer Kupfersulfatkonzentration von 100 µM kam es zu einer schwachen 
Reduktion der Laktatausschüttung. Dies könnte auf die normale Varianz der 




























Abb.12: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Kupfersul-
fat (hoherKonzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD 
(N=8). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 
(p<0,001), (p<0,01) und (p<0,05). 
 








Die Zugabe von Kaliumnitrat bis zu einer Konzentration von 29,12 µM hatte kei-
nen Einfluß auf die Laktatsekretion der Zellen. Erst ab einer Kaliumnitratkon-
zentration von 47,62 µM kam es zu einer geringfügigen Erhöhung um 10 
µg/100 µg Protein*24 h, dies entspricht einer Steigerung um 11,45% (Abb.13). 
                                                                                                     

























Abb.13: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Kalium-
nitrtat. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=10). (xxx), (xx), und (x) 













Durch niedrige Quecksilberdinitratkonzentrationen bis 9,9 µM  wurde die Lak-
tatproduktion signifikant erhöht (Abb.14). 






























Abb.14: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Quecksil-
berdinitrtat (niedriger Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwer-
te + SD (N=5). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau 
von (p<0,001), (p<0,01) und (p<0,05). 
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Lag Quecksilberdinitrat in höheren Konzentrationen vor, so kam es zu einer 
starken signifikanten Abnahme der Laktatsekretion (Abb.15). Diese Abnahme 
scheint in direktem Zusammenhang mit der Abnahme der Zellvitalität zu stehen, 
die im MTT-Assay gemessen wurde. Bei einer Konzentration von 47,62 µM 































Abb.15: Laktatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Quecksil-
berdinitrtat (hoher Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + 
SD (N=6). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 











IV. g: Die Pyruvatproduktion der Sertoli-Zellen nach Zugabe der Noxe 
 
Nach der Zugabe von  Cis-Platin veränderte sich die Pyruvatsekretion der Zel-
len kaum. Erst ab einer Cis-Platin-Konzentration von 100 µM erhöhte sich die 



























Abb.16: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h Inkubation mit Cis-Platin. 
Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=7). (xxx), (xx), und (x) kennzeich-








                                                                                                    






Nach  einer Inkubation der Sertoli-Zellen mit niedrigen Kupfersulfatkonzentrati-
onen (bis 6 µM) kam es erst ab einer Kupfersulfatkonzentrationen von 6 µM zu 

































Abb.17: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Kupfer-
sulfat (niedriger Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + 
SD (N=4). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 
















Wurden die Zellen mit hohen Kupfersulfatkonzentrationen inkubiert, so nahm 
die Pyruvatsekretion erst ab einer Konzentration von 50 µM signifikant zu 


























Abb.18: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Kupfer-
sulfat (hoher Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD 
(N=4). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von 




                                                                                          












Kaliumnitrat hatte dagegen im getesteten Konzentrationsbereich keinen signifi-
kanten Einfluß auf die Pyruvatsekretion (Abb.19). 




























Abb.19: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Kaluim-
















Nach der Inkubation der Zellen mit niedrigen Quecksilberdinitratkonzentrationen 


























  Abb.20: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit 
Quecksilberdinitrat (niedriger Konzentrationsbereich). Gezeigt sind 















Zu einer signifikanten Steigerung der Pyruvatsekretion kam es erst bei einer 




























  Abb.21: Pyruvatproduktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Queck-
silberdinitrat (hoher Konzentrationsbereich). Gezeigt sind die Mittelwer-
te + SD (N=4). (xxx), (xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau 












    
              
 
IV. Ergebnisse 70
VI. h: Die Inhibin-B-Produktion der Sertoli-Zellen nach Zugabe der Noxe 
Ab einer Cis-Platin-Konzentration von 25 µM reduzierte sich die Inhibin-B Pro-
duktion signifikant (p<0,001)um 68 %. Bei einer Cis-Platin-Konzentration von 
100 µM erfolgte eine vollständige Hemmung der Inhibin-B Sekretion (Abb.22).  
Vergleicht man den Rückgang der Vitalität der Zellen (Abb.5) mit der Reduktion 
der Inhibin-B Produktion (Abb.22), so sieht man, daß die Inhibin-B Produktion 





























 Abb.22: Inhibin-B-Produktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Cis-
Platin. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=8). (xxx), (xx), und (x) 
kennzeichnen ein Signifikanzniveau von (p<0,001), (p<0,01) und 
(p<0,05).  
 
         
         
 




Die Zugabe von Kupfersulfat führte ebenfalls zu einer Reduktion der Inhibin-B 
Produktion. Allerdings fiel diese Reduktion wesentlich geringer aus, als bei Cis-
Platin. Selbst bei einer hohen Kupfersulfatkonzentration (100 µM) kam es nicht 
zur Hemmung der Inhibin-B Produktion; es erfolgte lediglich ein Rückgang der 
Inhibin-B Sekretion um  45% ausgehend von der Kontrolle ohne Noxe (Abb. 
23).  
 






























Abb.23: Inhibin-B-Produktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit Kup-
fersulfat. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=8). (xxx), (xx), und (x) 







    
 
 
           
 
IV. Ergebnisse 72
Quecksilberdinitrat hemmte wesentlich stärker als Kupfersulfat die Inhibin-B 
Produktion. Schon im nanomolaren Konzentrationsbereich kam es zu einer sig-
nifikanten Reduktion der Inhibin-B Sekretion. Bei einer Konzentration von 19,6 
µM  Quecksilberdinitrat geht die Inhibin-B Produktion im Vergleich zur Kontrolle 
(ohne Quecksilberdinitrat) gegen Null (Abb.24). Bei einem Vergleich des Vitali-
tätsrückganges der Sertoli-Zellen (Abb.9) und der Reduktion der Inhibin-B Sek-
retion (Abb.24) zeigt sich, wie bei Cis-Platin, daß die Inhibin-B Produktion schon 


































Abb.24: Inhibin-B-Produktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit 
Quecksilberdinitrat. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=7). (xxx), 
(xx), und (x) kennzeichnen ein Signifikanzniveau von (p<0,001), 








Als Positivkontrolle wurde das Hormon FSH (follikelstimulierendes Hormon) 
eingesetzt, das viele Funktionen der Sertoli-Zelle stimuliert. FSH führte zu einer 
markanten Steigerung der Inhibin-B Sekretion. Die Inhibinproduktion in Abhän-
gigkeit von der FSH-Konzentration zeigte den Verlauf einer Optimumskurve. 
Das Maximum dieser Kurve lag bei einer FSH-Konzentration von 150 ng 
(Abb.25).  































 Abb.25: Inhibin-B-Produktion der Sertoli-Zelle nach 24 h  Inkubation mit FSH. 
Gezeigt sind die Mittelwerte + SD (N=4). (xxx), (xx), und (x) kennzeich-
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Bei der Diskussion der Untersuchungen dieser Arbeit muß sowohl eine Reflexi-
on über die Versuchsergebnisse, als auch über die angewendeten  Testverfah-
ren erfolgen. Im vorangegangenen Kapitel IV. „Zielsetzung“ wurden diese bei-
den Punkte als wichtige Fragestellungen dieser Arbeit formuliert.  
Insgesamt gesehen kann man sagen, daß die in dieser Arbeit ermittelten Ver-
suchsergebnisse die anfangs auf gestellten Hypothesen bestätigten: Quecksil-
berdinitrat hat die stärkste Wirkung auf die Funktion und Vitalität der Sertoli-
Zellen. Ordnet man die getesteten Noxe nach ihrem Einfluß auf die Funktion 
und Vitalität der Sertoli-Zellen, so folgt als nächstes in dieser Reihe Cis-Platin, 
anschließend Kupfersulfat und als letztes Kaliumnitrat mit der geringsten Zyto-
toxizität.  Dies ist natürlich eine stark vereinfachte und verkürzte Darstellung der 
Versuchsergebnisse. Es soll lediglich zu Anfang der Diskussion ein grober Ü-
berblick über die Ergebnisse gegeben werden.  
 
Einfluß von Quecksilberverbindungen auf die männliche Fertilität 
Werden die Sertoli-Zellen mit Quecksilberdinitrat inkubiert, so wird die Funktion 
der Sertoli-Zellen stark beeinträchtigt, außerdem weist Quecksilberdinitrat die 
größte Zytotoxizität der hier untersuchten Metallsalze auf. Da die Anzahl der 
Sertoli-Zellen in einer direkten Korrelation zur Spermienanzahl im Ejakulat eines 
Mannes steht, könnte Quecksilberdinitrat somit  die männliche Fertilität vermin-
dern.  
Die Toxizität von Quecksilberverbindungen wurde in zahlreichen Studien hinrei-
chend untersucht (z. B.: Bakir et al., 1973; Hendry et al., 1990; Summer und 
Halbach , 1996). Im folgendem soll der Schwerpunkt auf Studien gelegt werden, 
in denen  der Einfluß von Quecksilberverbindungen auf die männliche Fertilität 
untersucht wurde. 
In der Literatur findet man unterschiedliche Angaben über den Einfluß von 
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Eggert-Kruse et al. (1992) stellten mit Hilfe eines in-vitro-Spermien- Zervikalmu-
kus-Penetrationstest fest, daß Quecksilber in Form von HgCl2 in Konzentratio-
nen von 0,005- 0,5 mmol/l einen starken Effekt auf die Spermienfunktion hat. 
Bei Erreichen einer Konzentration von 0,5 mmol/l im Sperma waren die Sper-
mien aller untersuchten Proben nicht mehr in der Lage, den Zervixschleim zu 
penetrieren. Auch wenn hier keine Sertoli-Zellen, sondern Spermien untersucht 
wurden, lassen sich die beiden Studien insofern vergleichen, als daß in dem 
hier untersuchten Konzentrationsbereich eines Quecksilbersalzes bereits nega-
tive Auswirkungen auf Penetrationstiefe der Spermien und die Spermienmotilität 
festgestellt wurden. Allerdings ist der in der Studie von Eggert-Kruse et al. 
(1992) untersuchte Konzentrationsbereich um ein zehnfaches größer, als der in 
dieser Arbeit untersuchte Bereich von 0,99-47,62 µM Hg(NO3)2, da Spermien 
vollständig ausdifferenziert sind und daher ein höhere Konzentrationsbereich 
von Quecksilber in Form von HgCl2 untersucht werden mußte. Dabei kam es 
bei Quecksilberdinitratkonzentrationen über 20 µM (19,6µM) zu einer deutlichen 
Hemmung  der Aktivität der mitochondrialen  Dehydrogenase, gefolgt vom Ab-
sterben der Zellen. Dies führte zu morphologischen Änderungen (Schrumpfen) 
der Zellen, gefolgt von einem Ablösen von der Zellkulturschale; wie die mikro-
skopische Beobachtung zeigte. Ab einer Noxenkonzentration von 30,5 µM war 
die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase auf die Hälfte der Kontrolle re-
duziert, der sogenannte halbmaximale Effekt lag also bei  EC50= 30,5  µM. Bei 
Konzentrationen von 47,62 µM Quecksilberdinitrat kam es zu einer vollständi-
gen Einstellung der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase. 
Im Gegensatz dazu kam es bei geringen Quecksilberdinitratkonzentrationen zu 
einer signifikanten Induktion der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase  
um bis zu 40% gegenüber der Kontrolle. Diese Induktion ist auf eine zelluläre 
Streßreaktion zurückzuführen. Durch die Einwirkung der Noxe kommt es zu ei-
nem erhöhten Energiebedarf. Die Sertoli-Zelle versucht diesen erhöhten Ener-
giebedarf dadurch auszugleichen, indem sie über die oxidative Phosphorylie-
rung (Atmungskette) mehr Energie in Form von ATP produziert. Mit dem hier 
durchgeführten MTT-Assay konnte die Aktivität der mitochondrialen Dehydro-
genase ermittelt und somit Rückschlüsse auf die Energiegewinnungsaktivität 
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der Zelle gezogen werden. Bei geringen Noxenkonzentrationen kam es zuerst 
aus den oben genannten Gründen zu einer Erhöhung der Aktivität, bei höheren 
Quecksilberdinitratkonzentrationen (über 19,6 µM) erfolgte eine Abnahme der 
Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase. Aus dieser Beobachtung läßt sich 
folgern, daß es bei höheren Quecksilberdinitratkonzentrationen zu einem Serto-
lizellsterben kam.  
Hanf et al. (1996) hingegen fanden keinen Zusammenhang zwischen Quecksil-
berkonzentrationen im Urin oder im Ejakulat und der Spermienmotilität, der An-
zahl der mißgebildeten Spermien sowie der Spermiendichte. Für ihre Studie 
ermittelten Hanf et al. (1996) die Quecksilberkonzentration im Morgenurin und 
im Ejakulat von 80 Ehemännern, deren Frauen bei einer Infertilitätsbehandlung 
vorstellig wurden. Zusätzlich wurde die Anzahl der vorhandenen Amalgamfül-
lungen dokumentiert. Es wurde ein Routine-Spermiogram bei den Probanden 
durchgeführt, von diesem ausgehend wurde ein "Fertilitäts Index" (Spermien-
motilität, Anzahl der mißgebildeten Spermien, Spermiendichte) errechnet. Es 
wurde weder ein Zusammenhang zwischen Quecksilberkonzentrationen im Urin 
oder im Ejakulat und der Qualität der Spermien deutlich, noch eine Korrelation 
zwischen der Anzahl der zahnärztlichen Amalgamfüllungen und der Fertilität der 
Männer gefunden (Hanf et al. 1996). Eine von Schuurs (1999) zusammen ge-
stellte Literaturübersicht über experimentelle Tierstudien, epidemiologische 
Studien und Fallstudien zum Thema „reproduktive Toxizität durch berufliche 
Quecksilberbelastung“ legt die Vermutung nahe, daß die mit Amalgamfüllungen 
versorgte Bevölkerung weniger durch Quecksilberbelastung gefährdet ist, als 
das zahnärztliche Personal. Doch ist es unwahrscheinlich, daß es zu ernsthaf-
ten Schädigungen kommt. Es sei denn, daß durch unsachgemäßen Umgang 
mit Amalgam in den Zahnarztpraxen es zu einer Überschreitung der zulässigen 
zeitlichen Quecksilberbelastung kommt. Dann kann es zu Fertilitätsstörungen 
kommen, wie z.B. spontane Aborte, Fehlgeburten, Unfruchtbarkeit, negative 
Einflüsse auf die Ovulation und den Eisprung, sowie kongenitale Mißbildungen. 
Der unterschiedliche Einfuß eines sorgsamen Umgangs mit Quecksilber bei der 
Amalgamanmischung und einem weniger vorsichtigem Umgang mit Amalgam 
arbeitet besonders die folgende von Schuurs(1999) vorgestellte Studie heraus. 
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In der Studie von Rowland (1994) wurde die Fertilität von  Zahnarzthelferinnen 
untersucht, die bei der Anfertigung von 30 Amalgamfüllungen pro Woche assis-
tierten und schon Kinder geboren hatten. Bei diesen Frauen erniedrigte sich die 
Wahrscheinlichkeit der Konzeption während eines Menstruationszykluses bei 
schlechter Quecksilberhygiene auf 63% im Vergleich zur Kontrolle. Bei sorgsa-
mem Umgang mit Quecksilber erhöhte sich die Wahrscheinlichkeit der Konzep-
tion auf 132% im Vergleich zur Kontrolle (Schuurs, 1999; Rowland, 1994). 
Mangelnde Quecksilberhygiene ist besonders auf eine Anmischung der Amal-
gamlegierung in offenen Mörsern, defekte Amalgamanmischgeräte und un-
sachgemäße Lagerung zurückzuführen. Die maximale Arbeitsplatzkonzentrati-
on (MAK) beträgt für Quecksilber 0,01 ml/m³= 0,1 mg/m³. Nach Schätzungen 
der WHO (1991) werden täglich 3,8-21 Mikrogramm Hg aus Amalgamfüllungen 
aufgenommen. 
Donat et al. (1990) sehen hingegen einen Zusammenhang zwischen der Zu-
nahme der Konzentration von organischen Quecksilberverbindungen am Ar-
beitsplatz und der Reduktion der Fruchtbarkeit. Allerdings untersuchten sie nur 
21 Personen, die quecksilberhaltigen Herbidiziden ausgesetzt waren, auf ihre 
Fertilität. Alcser et al.(1989) führte eine ähnliche epidemiologische Studie mit 
wesentlich mehr Studienteilnehmern durch. In dieser Studie wurden 247 Arbei-
ter, die auf einer Plantage gearbeitet hatten, auf der Quecksilber eingesetzt 
wurde, nach Fertilitätsproblemen und nach Mißbildungen oder Krankheiten der 
Kinder befragt. Die Quecksilberbelastung dieser Arbeiter wurde durch den Hg-
Gehalt im Urin nachgewiesen. Zum Vergleich wurden 255 nicht Quecksilberbe-
lastete Arbeiter untersucht. Bei der vergleichenden Betrachtung der Befragun-
gen dieser beiden Personengruppen zeigten sich keine Zusammenhänge zwi-
schen Quecksilberexposition und einer Abnahme der Fertilität. 
Orisakwe et al. (2001) führten Mäusen über das tägliche Trinkwasser Quecksil-
ber in niedrigen Dosen (4 ppm) zu. Sie stellten dabei fest, daß dadurch bei den 
Mäusen eine Abnahme des Hodengewichtes, eine Verringerung der Spermie-
nanzahl ausgelöst wurde. Histologische Untersuchungen ergaben eine ver-
mehrte degenerative Veränderung der testikulären Zellen (Orisakwe et al., 
2001). Wurde den Mäusen neben Quecksilber Zink über das Trinkwasser zuge-
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führt, so traten die oben beschriebenen pathologischen Befunde nicht auf. Ori-
sakwe et al. (2001) stellten daher die These auf, daß Zink vor möglichen Schä-
den der Hoden schützen kann, die durch eine vermehrte Belastung mit anorga-
nischen Quecksilberverbindungen auftreten können.   
Es gibt sichere Beweise, die nahe legen, daß das sogenannte Young´s-
Syndrom eine Spätkomplikation einer Quecksilberintoxikation in der Kindheit ist 
(Hendry et al.; 1990). Unter dem Young´s-Syndrom versteht man eine A-
zoospermie infolge einer Verstopfung des Nebenhodens durch zähes Sekret; 
häufig treten gleichzeitig chronische Infekte der Lungen und Nasennebenhöhlen 
auf. Wie diese Untersuchung zeigt, kann eine Quecksilberintoxikation in der 
Kindheit zu einer Beeinträchtigung der Spermatogenese führen.  
Für die große Differenz der Ergebnisse der einzelnen Studien gibt es mehrere 
mögliche Gründe: 
• Die Toxizität der einzelnen getesteten  Quecksilberverbindungen ist unter-
schiedlich. Schon 1975 zeigten Lee und Dixon, daß HgCl2 Spermatogonien 
und prämeiotische Zellen schädigen können, aber daß die Substanz gerin-
gere Auswirkungen auf die Zellen hat als CH3HgOH, einer Methylquecksil-
berverbindung. Organische Quecksilberverbindungen (z.B. Methylquecksil-
ber Hg(CH3)+) sind somit wesentlich toxischer als anorganische Quecksil-
berverbindungen und haben damit eine wichtige Bedeutung bei der Beein-
trächtigung der Gesundheit der Männer (Lee und Dixon, 1975). 
Massenvergiftungen mit organischen Quecksilberverbindungen ereigneten 
sich mehrfach, In Minamata und Niigata (Japan 1953-1960) durch quecksil-
berhaltige Industrieeinleitungen. Sowie in Entwicklungsländern (Irak, Pakis-
tan) durch den Verzehr von Saatgetreide, das mit quecksilberhaltigen Bei-
zen behandelt worden war (Bakir et al., 1973). 
      Quecksilber wird durch aquatische Mikroorganismen zu Methylquecksilber 
umgesetzt und in der Nahrungskette angereichert. Der Mensch nimmt es 
dann z. B. durch Fischkonsum auf. Die enterale Resorption liegt bei über 
80%. Im Blut liegt Methyl-Hg zu über 90% an Erythrocyten gebunden vor, 
so kann es sich über den gesamten Körper verteilen. Da diese Verbindung 
sehr lipophil ist, werden bei Exposition mit Stäuben etwa 80 % über die 
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Lunge resorbiert (Summer und Halbach, 1996). Methylquecksilber wird 
hauptsächlich im Gehirn gespeichert. Daneben wird Methyl-Hg bevorzugt in 
der Leber und zu einem geringen Teil in der Niere angereichert. Die biologi-
sche Halbwertszeit von Methylquecksilber beträgt 70 Tage (Summer und 
Halbach, 1996). Hauptquelle für die Aufnahme von Quecksilberverbindun-
gen ist für den Menschen die Nahrung. Erwachsene (70 kg Körpergewicht) 
sollten wöchentlich  nicht mehr als 200 µg Methylquecksilber bzw. 300 µg 
Gesamtquecksilber mit der Nahrung aufnehmen (WHO, 1990).  
      Auch aus dem Trinkwasser können Quecksilberverbindungen aufgenom-
men werden. Der höchstzulässige Quecksilbergehalt im Trinkwasser be-
trägt 0,001 mg Hg/l  (Trinkwasser-Verordnung vom 5.12.1990 BGBl. I, 
1990, S. 2612). Menschen können also aus verschiedenen Quellen Queck-
silberverbindungen aufnehmen. Bei epidemiologischen Studien, die die 
Auswirkungen der Quecksilberbelastung am Arbeitsplatz untersuchen, ist 
es deshalb schwierig genau zu differenzieren, ob die Quecksilberbelastun-
gen wirklich durch die berufliche Quecksilberexposition oder durch andere 
Einflüsse, wie z.B. erhöhten Fischkonsum, entstanden sind.  
• Wenn man verschiedene Studien miteinander vergleicht, sollte man beach-
ten, daß  verschiedene Arten von Studien vorliegen (u.a. epidemiologischen 
Studien, in vitro Untersuchungen von Zellen, Tierversuche, etc.). Ein Ver-
gleich ist schwierig, da sich die Ergebnisse nicht ohne weiteres von einer 
Versuchsdurchführung auf eine andere übertragen lassen.  
• Ein weiterer Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien ist die 
unterschiedliche Auffassung, wann eine Schädigung durch Quecksilberver-
bindungen vorliegt.  
 
Einfluß von Nitraten auf die männliche Fertilität 
Die Sertoli-Zellen wurden neben dem oben diskutierten Quecksilberdinitrat in 
dieser Arbeit auch mit Kaliumnitrat (KNO3) inkubiert. Nitrat (NO3-) ist das Gege-
nion zu Quecksilber in der hier untersuchten Verbindung Quecksilberdinitrat 
(Hg(NO3)2. Es sollte überprüft werden, ob der toxische Effekt von Quecksilber-
 80 V. Diskussion 
 
dinitrat vom in der Verbindung enthaltenen Nitrat hervorgerufen wurde oder der 
Quecksilberanteil dafür verantwortlich war.  
Kaliumnitrat ist ein Alkalimetallsalz und  findet seine hauptsächliche Verwen-
dung als Düngemittel, Pökelsalz sowie zur Herstellung von Schießpulver. Men-
gen von 10-30 g Kaliumnitrat können beim Erwachsenen zu lokaler Reizung, 
durch Wasserentzug unter blutigem Erbrechen zu Durchfällen führen (Wirth et 
al.,  1994). Nitrat selber kann nicht als zytotoxisch bezeichnet werden. Es kann 
aber im Verdauungstrakt durch Bakterien zu Nitrit (NO2-) reduziert werden, wel-
ches dann durch Reaktion mit sekundären Aminen in Nitrosamine umgewandelt 
werden kann. Nitrosamine sind hingegen  als karzinogen einzustufen. Weiterhin 
führt Nitrit beim Menschen, speziell beim Säugling, zur Methämoglobinbildung 
(Streit,  1991). Methämoglobin unterscheidet sich von Hämoglobin dadurch, 
daß es anstelle von zweiwertigem Eisen das Eisen in dreiwertiger Oxidations-
stufe enthält. Das Methämoglobin kann Sauerstoff nicht reversibel binden und 
scheidet deshalb für dessen Transport aus, was letztlich zu einem O2-Mangel in 
den Geweben führt. Bei ausgeprägter Methämoglobinämie besteht Zyanose 
(Wirth et al., 1994). Nitrit ist somit toxischer als Nitrat. Es gibt nur wenige Stu-
dien, die sich mit der Auswirkung von Nitratverbindungen auf die männliche 
Fertilität beschäftigen. Colomina et al. (1993) untersuchte  die Wirkung von Gal-
liumnitrat, da dieses als Chemotherapeutikum in der Krebstherapie eingesetzt 
wird. Männlichen Mäusen wurden Dosen von 0 (Kontrolle), 24, 48 und 96 mg/kg 
pro Tag subkutan injiziert. Anschließend wurden sie mit fertilen Weibchen zu-
sammen gebracht. Die Fertilität und reproduktive Leistung unterschied sich 
nicht signifikant von der Kontrolle. Die Spermienanzahl der mit dem Medika-
ment behandelten Gruppe war mit der Spermienanzahl der unbehandelten 
Gruppe vergleichbar. Histologische Untersuchungen ergaben, daß die Hoden 
der behandelten Tiere keine Veränderungen aufwiesen. Dieselbe Forscher-
gruppe führte 1995 eine ähnliche Studie durch. Männliche Mäuse wurden dies-
mal mit Aluminiumnitrat intraperitoneal behandelt. Die Dosen betrugen hier 0 
(Kontrolle), 50, 100 und 200 mg/kg Aluminiumnitrat pro Tag. Es wurden ähnli-
che Untersuchungen wie in der zuvor beschrieben Studie durchgeführt. Es zeig-
te sich diesmal, daß die Schwangerschaftsrate der weiblichen Mäuse, deren 
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Männchen mit 100 oder 200 mg/kg Aluminiumnitrat behandelt wurden, abnahm. 
Bei der Spermienanzahl kam es wie zuvor zu keiner Reduktion. Die histologi-
schen Untersuchungen ergeben allerdings Veränderungen im Hoden der 
Männchen, die mit Dosen von 100 oder 200 mg/kg Aluminiumnitrat behandelt 
wurden (Llobet et al., 1995). Es ist aber hier davon auszugehen, daß hier der 
Aluminiumanteil  dieser Verbindung wirkt. Aluminium ist eine starke Kationen-
säure, die Einfluß auf die Akrosomreaktion und die Motilität der Spermatozoen 
hat (Henkel et al., 2002) 
Die hier durchgeführten Untersuchungen ergaben, daß Kaliumnitrat keinen Ein-
fluß auf die Vitalität der Sertoli-Zellen hatte. Kaliumnitrat führte erst ab einer 
Konzentration von 47,62 µM zu einer ganz geringfügigen Erhöhung der Laktat-
sekretion der Sertoli-Zellen. Die Pyruvatproduktion wurde ebenfalls ab einer Ka-
liumnitratkonzentration von 47,62 µM leicht gesteigert. Aus diesen Ergebnissen 
wird ersichtlich, daß wie vermutet der Quecksilberanteil und nicht Nitrat für die 
toxische Wirkung von Quecksilberdinitrat auf Sertoli-Zellen verantwortlich war.  
 
Einfluß von Cadmiumverbindungen auf die männliche Fertilität 
Bei der Diskussion des Einflusses von Quecksilberverbindungen auf die männ-
liche Fertilität sollte man auch den Einfluß von Cadmium und seinen Verbin-
dungen betrachten. Cadmium und Quecksilber befinden sich im Periodensys-
tem in derselben Nebengruppe (12), weshalb sie sich in ihren chemischen Ei-
genschaften sehr ähnlich sind. Zudem tragen diese beiden Schwermetalle we-
sentlich zur Umweltbelastung bei. Cadmium kommt zum Beispiel in Batterien, 
Farben und Tabakrauch vor (Eggert-Kruse et al., 1992).  
Eggert-Kruse et al. (1992) stellten mit Hilfe eines in-vitro-Spermien-Zervikal-
mukus-Penetrationstest fest, daß Cadmium in Form von CdCl2 (0,05-10 mmol/l) 
ähnlich wie das ebenso in dieser Studie getestete Quecksilberchlorid zu einer 
signifikanten (P = 0,0001) Verminderung der quantitativen und qualitativen Pe-
netrationsfähigkeit der Spermien führt.  
Chia et al. (1992) untersuchten  35 Männer, die alle auf Grund schlechter 
Spermienparameter in Behandlung waren. Für diese Fertilitätsstörungen gab es 
keine bekannten medizinischen Gründe. Bei den Probanden wurde nun die 
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Konzentration von Blei, Quecksilber, Kupfer, Zink und Cadmium gemessen. Es 
fiel dabei auf, daß die Cadmiumkonzentration bei diesen Probanden erhöht war. 
Dies läßt vermuten, daß eine erhöhte Cadmiumkonzentration zur Beeinträchti-
gung der Spermienqualität führt (Chia et al., 1992). 
 
Einfluß von Cis-Platin auf die männliche Fertilität  
Da, wie in der Einleitung schon erwähnt, Cis-Platin in der Therapie von Hoden-
krebs eingesetzt wird, gibt es zahlreiche Studien über die Beeinflussung der 
männlichen Fertilität durch Cis-Platin. Bei den meisten Studien wurde eine re-
versible Schädigung von Zellen oder Organe, die für die Reproduktion wichtig 
sind, gefunden. Werden männliche Ratten mit Cis-Platin (2, 4, 8 mg/kg Körper-
gewicht) behandelt, so reduziert sich eine Woche nach der Behandlung mit Cis-
Platin das Gewicht der Reproduktionsorgane, die Spermienanzahl, die Sper-
mienmotilität, die Fertilität und die Mengen an Testosteron, LH und FSH (Kin-
kead et al., 1992).  Pogach et al. (1989) setzten Ratten einer Cis-Platin Dosis 
von 10 mg/kg (intraperitoneal) aus. Sie stellten dabei fest, daß es zu einer Be-
einflussung der morphologischen und biochemischen Eigenschaften der Sertoli-
Zellen kam und schlossen daraus, daß diese Änderungen in der Funktion der 
Sertoli-Zelle verantwortlich für die Beeinträchtigung der Spermatogenese durch 
Cis-Platin ist (Pogach et al., 1989). Beim Menschen kommt es meistens nach 
ungefähr zwei bis drei Jahren nach erfolgter Cis-Platin-Therapie zu einer Nor-
malisierung der Spermatognese und damit zur Wiedererlangung der Fertilität 
(Drasga, 1983; Johnson, 1984; Fossa, 1985; Cullen, 1996; Schrader et al., 
2001). Einige Studien widersprechen der Auffassung, daß Cis-Platin lediglich 
eine reversible Schädigung der männlichen Fertlität hervorrufen kann. Eine Cis-
Platin Behandlung in der Kindheit kann zu späteren Störungen der Spermato-
genese führen (Wallace et al., 1989). Zirkulierendes Cis-Platin kann noch 
zwanzig Jahre nach der Behandlung im Plasma nachgewiesen werden (Oliver, 
2001). Dagegen wurden Langzeitschäden im Erwachsenenalter nur in einzel-
nen Studien beobachtet (Hansen, 1990; Ondrus, 1986). Allerdings muß man 
beachten, daß eine Reihe von Patienten bereits durch die Hodenkrebserkran-
kung infertil waren. 
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Um einen schädigenden Einfluß von Cis-Platin auf die männliche Fertilität zu 
vermeiden, muß die bei der Behandlung eingesetzte Dosis so gering wie mög-
lich sein. Liegt die kummulative Dosis von Cis-Platin über 0,6 g (=600 mg)/m² 
Körperoberfläche, so droht bei mehr als 50% der Patienten eine Langzeit- Infer-
tilität (Schrader et al., 2001, 2002). Bei einer Dosis unter 400 mg/m² Körper-
oberfläche ist es dagegen unwahrscheinlich, daß Langzeitauswirkungen auf die 
Spermienproduktion und die endokrine Funktion auftreten (Cullen, 1996 
(100mg/m² 3x wöchentlich); Pont et al., 1997, De Santis et al., 1999).                          
Bei den hier beschriebenen Versuchsdurchführungen wurden die Sertoli-Zellen 
Cis-Platin-Konzentrationen von 6,25-100 µM ausgesetzt, dabei verringerte sich 
die Vitalität der Sertoli-Zellen um 15% bei einer Cis-Platin-Konzentration von  
100µM. Zum Vergleich: die oben erwähnte Cis-Platin Dosis von 0,6 g 
(=600mg)/m² Körperoberfläche beim Menschen, kann durch die Einnahme von 
1,1g Cis-Platin beim Menschen erreicht werden. 
Köhn et al. (1995) untersuchten die Auswirkungen einer weiteren Platinverbin-
dung auf die Fertilität der Männer. Menschliche Spermien von gesunden Pro-
banden (n=7) wurden Hexachloroplatinsäurekonzentrationen von 5, 50, 500 
oder 1000 mM ausgesetzt. Diese Untersuchungen zeigten, daß Hexachloropla-
tinsäure weder die Motilität noch die Entwicklung oder die Vollständigkeit der 
Membranintegrität der Spermien beeinflußt. Hexachloroplatinsäure verursacht 
allerdings eine Akrosomenreaktion nach einer Inkubationszeit von drei Stunden, 
noch bevor es zu zytotoxischen Effekten kommt (Köhn et al., 1995).  
 
Einfluß von Kupferverbindungen auf die männliche Fertilität 
Werden die Sertoli-Zellen mit Kupfersulfat inkubiert, so reduzierte sich nach den 
hier durchgeführten Untersuchungen der Prozentsatz der vitalen Zellen um 13-
22%. Die Zytotoxizität von Kupfersulfat gegenüber primären Sertoli-Zellen  ist 
demnach wesentlich geringer als die von Quecksilberdinitrat. 
In der Literatur fanden sich relativ wenig Angaben über die zytotoxische Wir-
kung von Kupferverbindungen auf Zellen, die bei der männlichen Fertilität eine 
wichtige Rolle spielen. Es wurde in sehr vielen Studien die Wirkung von Kupfer 
als Bestandteil von Intrauterinpessaren (Nidationshemmer) in der weiblichen 
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Gebärmutter untersucht. Kupfer gilt in seiner metallischen Form als wesentli-
cher Co-Faktor bei der kontrazeptiven Wirkung von Intrauterinpessaren (Chang 
et al., 1970). Es konnte aber schon in den siebziger Jahren nachgewiesen wer-
den, daß die Spiegel, die notwendig waren, um die Penetration der Spermien 
durch den Schleim in vitro zu hemmen, deutlich höher waren als die, die von 
einem Kupfer-IUP freigesetzt wurden (Elstein et al., 1973; Jecht et al., 1973; 
Rush et al., 1974; Eggert-Kruse et al., 1992). Auch bei männlichen Säugern 
führt die Einpflanzung von metallischen Kupferpartikeln zu reversibler Infertilität 
(Xu et al., 1985).  Kapur et al. (1984) setzten Rhesusaffen intravasale Kupfer-
vorrichtungen ein, die zu einem Anstieg von abgestorbenen Spermien im Ejaku-
lat um 23-52,3% führten. Zudem war ein Rückgang der motilen Spermien um 
10-30% zu verzeichnen.  
Weiterhin gibt es eine Reihe von Studien (z.B. Stanwell-Smith R et al.1983; 
Valsa J et al. 1994;  Wong WY et al., 2001) die sich mit Kupfer als essentielles 
Spurenelement befassen. Dabei wurde u.a. untersucht, welche Rolle Kupfer bei 
der Reproduktion spielt. Schwache Korrelationen zwischen  der Kupferkonzent-
ration im Blutplasma und der Spermienmotilität wurden gefunden. Insgesamt 
aber läßt sich sagen, daß obwohl Kalzium, Magnesium, Zink und Kupfer eine 
wichtige Rolle in der Spermatogenese und bei der Fertilität spielen, es keinen 
Unterschied zwischen den ermittelten Blut- und Seminalplasmakonzentrationen 
infertiler und fertiler Männer gibt (Wong et al., 2001). Valsa et al. (1994) fanden 
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der Kupfermenge im Ejakulat und 
irgendeinem der untersuchten Spermaparametern. Jockenhövel et al. (1990) 
stellten dagegen signifikante Korrelationen zwischen der Konzentration von 
Kupfer im Sperma und der Spermienkonzentration, dem Prozentsatz der be-
weglichen Spermien und der normalen Morphologie der Spermien fest. Aller-
dings unterscheidet sich die Konzentration von Kupfer im Sperma von infertilen 
und fertilen Männern nicht signifikant (Jockenhövel et al., 1990).  
In der bei der Betrachtung der Zytotoxizität von Quecksilberdinitrat erwähnten 
Studie von Eggert-Kruse et al. (1992) übte Kupfersulfat in den getesteten Kon-
zentrationen (0,0001-10 mmol/l = 0,1-10.000 µM) keinen so starken Einfluß auf 
das Sperma aus wie die beiden anderen untersuchten Substanzen (HgCl2 und 
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CdCl2). Bei den hier beschriebenen Versuchsdurchführungen wurden die Serto-
li-Zellen Kupfersulfat-Konzentrationen von  6,25-100 µM ausgesetzt. Dabei 
wurde ein signifikanter Rückgang der Anzahl der vitalen Sertoli- Zellen um 13-
22% beobachtetet.  
Insgesamt läßt sich feststellen, daß Kupferverbindungen keinen großen schädi-
genden Einfluß auf Zellen oder Organe haben, die für die Reproduktion wichtig 
sind. 
 
Wirkung von Noxen (insbesondere Metalle und deren Verbindungen) auf Serto-
li-Zellen  
Raychoudhury et al. (1995) beobachteten, daß das Östrogen 4-tert-octylphenol 
direkt toxisch auf die Spermien produzierenden Zellen und Sertolizellzellkultur 
wirkt. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, daß dieser toxische Effekt in Sertoli-
Zellen durch Ca²+-abhängige Apoptose ausgeübt wird. Unter Apoptose versteht 
man den programmierten Zelltod von Zellen mit deren nachfolgender Phagozy-
tose oder Abbau (lysosomal-enzymatisch). Apoptose ist ein irreversiblerVor-
gang, der zum Untergang der Zelle führt. Die Apoptose findet in einzelnen Zel-
len statt, hat keine Entzündungsreaktionen zur Folge und wird durch einen Sti-
mulus (endogene Proteine und Hormone, jedoch auch Fremdstoffe, oxidativer 
Streß, Anoxie, γ-Strahlen) induziert.  
Eine Zellnekrose hingegen tritt nie unter physiologischen Bedingungen auf, 
denn sie ist eine generelle Folge von schweren Zellschäden. Es kommt zu einer 
Schwellung (Vakuolisierung) der Zelle mit anschließenden mitochondrialen 
Veränderungen und damit zu Stoffwechselstörungen, als Folge daraus resultiert 
der Zelltod und die Zerstörung der Zelle. Reader et al. (1990) beobachtete  bei 
Sertoli-Zellen nach der Zugabe von 100 µM 3,4-Dinitrotoluol eine extensive Va-
kuolisierung der Sertoli-Zellen. Eine ähnliche Beobachtung wurde nach der In-
kubation von Sertoli-Zellen mit PCBs und Cadmiumazetat (24 Stunden) ge-
macht: die Sertoli-Zellen beginnen sich zu runden, werden blasig und lösen sich 
von ihrem Substrat (Syed et al., 1997). Dies könnte auf eine folgende Nekrose 
hindeuten. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann man 
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vermuten, daß die Noxen, die auf Sertoli-Zellen einwirken sowohl eine Nekrose, 
als auch eine Apoptose auslösen können.  
 
Mechanismen der Zellschädigung durch Metalle und Metallverbindungen 
Da in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Metallsalzen untersucht wurde, 
soll hier nun näher darauf eingegangen werden, wie Metalle und Metallverbin-
dungen  Zellen schädigen können.  
Die Schädigung von Zellen durch Metalle erfolgt in Stufen. Eine wichtige Rolle 
spielen dabei zuerst die Metallothioneine (MT). Metallothioneine sind intrazellu-
läre metallbindende Proteine. Physiologisch sind die Metalle Zn(II) und Cu(II) an 
die im Cytosol der Zelle liegenden MTs gebunden, die aber durch eine Reihe 
anderer zweiwertiger Metall-Ionen von z.B. Cd, Hg, Pb, Bi, Sn, Co, Ni ersetzt 
werden können, wenn diese in erhöhter Konzentration auftreten. Dadurch ist 
ihre Entgiftung möglich. Es gibt einen physiologischen Anteil an MTs und einen 
durch Streßfaktoren (z.B. erhöhte Schwermetallkonzentrationen) induzierbaren 
Anteil. Diese Induktion dauert natürlich eine gewisse Zeit. Toxische Effekte 
können sich damit in der Zeitspanne bis zum Vorliegen genügender MT-
Konzentrationen ergeben. Ist eine Metallkonzentration zudem höher als jene, 
die durch MT gebunden werden kann, führt dies zur Schwermetall-Toxizität 
(Fent, 1998). Die nicht durch MTs abgefangenen Schwermetallionen können 
nun in verschiedener Weise die Zellen schädigen.  
 
Laktat 
Die toxische Wirkung von anorganischen und organischen Quecksilberverbin-
dungen z.B. beruht auf der Reaktivität gegenüber Thiol- und Amino-Gruppen in 
Proteinen, Enzymen etc. Dies führt zur Beeinträchtigung einer Vielzahl von en-
zymatischen Synthese- und Transportprozessen, insbesondere dann, wenn die 
Funktionsweise der Enzyme aktive Zentren mit freien SH-Gruppen voraussetzt 
(Fent, 1998).  
So hemmen Schwermetalle wie z.B. Quecksilber- und Blei-Ionen die Na+/K+-
ATPase, wobei ursächlich die oben erwähnte große Affinität der Schwermetalle 
zu funktionellen SH-Gruppen im Vordergrund steht. Die Na+/K+-ATPase ist die 
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für die Zelle wichtigste Ionenpumpe. Zwischen Zellinnerem und –äußerem be-
stehen Gradienten unterschiedlicher Ionenkonzentrationen,  diese werden 
durch aktive, energieverbrauchende Ionenpumpen eingestellt und aufrechter-
halten (Fent, 1998). Kommt es nun zu der oben beschriebene Hemmung der 
Na+/K+-ATPase so wird das zelluläre Ionengleichgewicht gestört, das für den 
Ablauf der oxidativen Phosphorylierung nötig ist. Schwermetalle hemmen somit 
die oxidative Phosphorylierung (Atmungskette). Sie inhibieren damit die Ener-
gieproduktion der Mitochondrien, die im Rahmen der oxidativen Phosphorylie-
rung ATP produzieren. Die meisten Zellen des Körpers gewinnen ATP sowohl 
über die mitochondrale oxidative Phosphorylierung als auch über die Glykolyse. 
Vermutlich kommt es durch die Schwermetalle zu einer Hemmung der mito-
chondralen oxidativen Phosphorylierung, so daß eine vermehrte Energiegewin-
nung der Zelle durch die Glykolyse stattfindet. Pyruvat wird unter anaeroben 
Bedingungen in der  Glykolyse zu Laktat überführt. Anaerobe Bedingungen 
herrschen z.B. im kontrahierten Muskel oder durch die Wirkung von Giften auf 
die Zelle. Dies wäre eine Erklärung für die hier beobachtete vermehrte Lakta-
tausschüttung bei hohen Noxenkonzentrationen (bei Quecksilberdinitrat, Cis-
Platin, Kupfersulfat). Bei der Untersuchung der Laktatsekretion der Zellen zeigte 
sich, daß sich die Ausschüttung des Laktats mit zunehmender Noxenkonzentra-
tion und zunehmender Zytotoxizität der untersuchten Metallsalze steigerte. So 
kam es bei Quecksilberdinitrat-Konzentrationen von 9,9 µM bereits zu einer 
signifikanten Erhöhung der Laktatsekretion, während es nach der Inkubation mit 
Kupfersulfat erst ab einer Konzentration von 50 µM zu einer signifikanten Stei-
gerung kam.  
Die vermehrte Laktatsekretion bei zunehmenden Noxenkonzentrationen könnte 
aber auch darauf zurückzuführen sein, daß die Membran der sterbenden oder 
toten Zellen durchlässig wird. Dann kann z.B. das Enzym LDH aus der Zelle 
austreten und ebenfalls vorhandenes Pyruvat (z.B. aus dem Cytosol) in Laktat 
umwandeln.  
Batarseh et al. (1986) setzten Sertoli-Zellen Bleiazetatkonzentrationen von 
0,001; 0,05 und 0,10 µM  (für 3, 6, 9 und 12 Stunden) aus und beobachteten 
ebenfalls eine signifikante Erhöhung der Laktatproduktion, während die Prote-
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inbiosynthese signifikant zurückging. Wurden Sertoli-Zell-Kulturen für 24 Stun-
den mit PCB´s inkubiert, so stieg die Laktatsekretion ebenfalls signifikant an 
und  20-45 % der Sertoli-Zellen starben ab (Raychoudhury, 2000).  
Die vermehrte Sekretion von Laktat wirkt wiederum toxisch (Monsees et al., 
1998). Es bleibt allerdings unklar, in welcher Weise die Zunahme der Sekretion 
des Nährstoffes Laktat toxisch auf die Keimzellen wirkt. Während der Produkti-
on von Laktat im Rahmen der Glykolyse entstehen jedoch Protonen. Um ihre 
innere pH-Homöostase aufrecht zu erhalten, kommt es nun zu einer Protonen-
ausscheidung der Sertoli-Zellen. Die daraus resultierende Versäuerung der äu-
ßeren Umgebung kann eventuell zu einem Keimzellschaden führen oder die 
Anheftung der Keimzellen reduzieren (Monsees et al., 1998). 
Andererseits unterstützen Sertoli-Zellen die Spermatogenese durch Stoffwech-
selprodukte. Laktat ist eines dieser Substrate. Es wird bevorzugt von Sperma-
tozyten metabolisiert. Beattie et al. (1984) fanden heraus, daß 2-
Methoxyethanol und Methoxy-Säure keine Auswirkung auf die Vitalität der Zel-
len haben, aber die Laktatproduktion hemmen. Sie erklärten damit die hem-
mende Wirkung dieser Noxe auf die Spermatogenese (Beattie et al., 1984). 
Dieser Hemmungsmechanismus trifft sicherlich nicht auf die toxische Wirkung 
der hier untersuchten Schwermetallsalze zu.  
Die Laktatproduktion nimmt nach Inkubation mit Quecksilberdinitrat-
Konzentrationen von 14,78 µM und höher zwar rapide ab. Jedoch scheint diese 
Abnahme in direktem Zusammenhang mit der Abnahme der Zellvitalität zu ste-
hen, die im MTT-Assay gemessen wurde. 
 
Pyruvat 
Neben der Bestimmung der Laktatproduktion wurde die Messung eines weite-
ren Produktes der Glykolyse durchgeführt. Pyruvat entsteht durch den Abbau 
von Glucose in der Glycolyse unter aeroben Bedingungen. Herrschen anaerobe 
Verhältnisse, so wird es, wie oben erwähnt, zu Laktat überführt. In der vorlie-
genden Arbeit kam es nach der Inkubation der Zellen mit Quecksilberdinitrat-
Konzentrationen von 47,62 µM zu einer signifikanten Steigerung der Pyruvat-
sekretion. Nach der Zugabe von Kupfersulfat-Konzentrationen von 50 µM stei-
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gerte sich die Pyruvatsekretion  ebenfalls signifikant. Wurden die Zellen mit Cis-
Platin inkubiert, so erhöhte sich die Pyruvatproduktion der Sertoli-Zellen erst ab 
einer Konzentration von 100 µM.  
 
Insgesamt läßt sich sagen, daß die Zunahme der Pyruvatsekretion deutlich 
schwächer ausfällt als die Steigerung der Laktatsekretion und es erst bei höhe-
ren Konzentrationen  zu einer signifikanten Erhöhung kommt.  
Bei anderen Studien wurden ähnlich Beobachtungen gemacht. Wurden Sertoli-
Zellen mit Dinitroluol inkubiert, so stieg die Laktatproduktion der Sertoli-Zellen 
signifikant an, während die Pyruvatsekretion nicht bei allen Isomeren dieser 
Noxe deutlich ansteigt (Reader und Foster, 1990).  Williams und Foster (1988) 
beobachten nach der Inkubation von Sertoli-Zellen mit 1,3-Dinitrobenzol und 
Mono-2-Ethylhexyl-Phthalat eine signifikante Steigerung der Laktatsekretion, 
die Pyruvatproduktion stieg jedoch nur nach 1,3-Dinitrobenzen-Inkubation. Dar-
aus kann geschlossen werden, daß die Messung der Laktatsekretion sich 
wahrscheinlich besser als Marker für die Funktion der Sertoli-Zelle eignet, als 
die Messung der Pyruvatsekretion.  
 
Inhibin 
Ein weiterer in dieser Arbeit  gemessener Parameter der Zellfunktion der Serto-
li-Zelle ist Ausschüttung von Inhibin-B.  
Beim Mann wird das Hormon Inhibin hauptsächlich durch die Sertoli-Zellen pro-
duziert. Inhibin besteht aus zwei verschiedenen durch Disufidbrücken verbun-
denen Untereinheiten (α-Untereinheit und entweder βA-Untereinheit oder βB-
Untereinheit). Die α-Kette ist bei beiden Inhibin-Formen identisch; die β-Kette 
unterscheidet Inhibin-A und Inhibin-B. Hier wurde ausschließlich die Inhibin-B 
Produktion der Sertoli-Zellen ermittelt, da bei Männern Inhibin-B die physiolo-
gisch relevantere Form von Inhibin ist (Illingworth et al., 1996).  
Berensztein et al. (2000) untersuchten Sertoli-Zellkulturen von verstorbenen 
Jungen im Alter von 10 Tagen, 1-9 Monaten und 12-84 Monaten. Die Sertoli-
Zellen besitzen Rezeptoren für FSH, das zu einer Stimulation der Inhibin-B Sek-
retion in Sertoli-Zellkulturen führt. Das follikelstimulierende Hormon FSH wird im 
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Hypophysenvorderlappen gebildet und gelangt über das Blut zum Hoden. Bei 
den Untersuchungen von Berensztein et al. (2000) wurden die Sertoli-Zellen 
durch Zugabe von FSH zur Inhibin-B-Sekretion stimuliert, dabei stellte er fest, 
daß die Sertoli-Zellkulturen von 10 Tage alten Kindern am meisten Inhibin-B 
ausscheiden. Die gemessene Inhibin-B-Sekretion nahm in den ersten Lebens-
jahren (bis zu einem Alter von 84 Monaten) stetig ab. Bei dieser Studie wurden 
keine Messungen bei älteren Jungen durchgeführt.  
Eigene Untersuchungen bestätigen ebenfalls, daß FSH zu einer Steigerung der 
Inhibin-B-Produktion führt. Die Inhibinproduktion in Abhängigkeit von der FSH- 
Konzentration zeigte den Verlauf einer Optimumskurve. Übereinstimmung mit 
der Literatur herrscht dahingehend, daß ein niedriger Inhibinspiegel durch FSH 
gesteigert werden kann.  
Da Inhibin in Abhängigkeit von FSH gebildet wird, und selber die FSH-Sekretion 
hemmt, zeigt ein erhöhter FSH-Spiegel beim Mann immer eine (prognostisch 
ungünstige) Sertoli-Zellschädigung an (Aumüller, 1991). Über die Gründe der 
weniger starken Inhibinproduktion bei hohen FSH-Konzentrationen kann nur 
spekuliert werden. Normalerweise sieht man eine Sättigungskurve, da die FSH-
Rezeptoren nur eine bestimmte Anzahl von FSH binden können.  
Aufgrund der oben beschriebenen bedeutsamen Rolle, die Inhibin für die phy-
siologische Funktion der Sertoli-Zelle hat, ist es von Interesse zu untersuchen, 
wie die hier getesteten Noxen auf die Inhibin-Sekretion der Sertoli-Zellen wir-
ken.  
Ab einer Cis-Platin-Konzentration von 25 µM reduzierte sich die Inhibin-B Pro-
duktion signifikant (p<0,001). Bei einer Cis-Platin-Konzentration von 100 µM er-
folgte eine vollständige Hemmung der Inhibin-B Sekretion. Bei einem Vergleich 
des Vitalitätsrückganges der Sertoli-Zellen und der Reduktion der Inhibin-B 
Sekretion zeigte sich, daß die Inhibin-B Produktion schon reduziert wurde, be-
vor es zu einer ernsthaften Zellschädigung kam.  
Die Zugabe von Kupfersulfat führte ebenfalls zu einer Reduktion der Inhibin-B 
Produktion. Allerdings fiel diese Reduktion etwas geringer aus, als bei Cis-
Platin. Selbst bei einer hohen Kupfersulfatkonzentration (100 µM) kam es nicht 
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zur vollständigen Hemmung der Inhibin-B Produktion, sondern die Inhibin-B Se-
kretion verringerte sich deutlich um 45%.   
Quecksilberdinitrat hemmte wesentlich stärker als Kupfersulfat die Inhibin-B 
Produktion. Schon im nanomolaren Konzentrationsbereich kam es zu einer sig-
nifikanten Reduktion der Inhibin-B Sekretion. Bei einer Konzentration von 19,6 
µM  Quecksilberdinitrat ging die Inhibin-B Produktion im Vergleich zur Kontrolle 
(ohne Quecksilberdinitrat) gegen Null. Vergleicht man den Rückgang der Zellvi-
talität mit der Reduktion der Inhibin-B Produktion, so zeigt sich wie bei Cis-
Platin, daß die Inhibin-B Produktion schon reduziert wurde, bevor die Sertoli-
Zellen ernsthaft geschädigt wurden (Monsees et al., 2000).  
Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten anderer Studien überein. Eine Hem-
mung der Inhibinproduktion der Sertoli-Zellen wurde durch die Metallionen He-
xachloroplatinsäure und Bleiazetat hervorgerufen (Monsees et al., 1998). Kad-
miumdichlorid hemmt ebenfalls die Inhibinsekretion von Sertoli-Zellkulturen (Ja-
necki et al., 1992). Das neben Thyroxin wichtigste Schilddrüsenhormon Tri-
jodthyronin stimuliert dagegen die Produktion von immunreaktiven, als auch 
bioaktiven Inhibin durch Sertoli-Zellen. Dies wurde durch die reduzierte FSH 
Konzentration deutlich (van Haaster, 1993).   
Die Inhibin-Bestimmung ist eine sehr sensitive Methode zur Einschätzung der 
Reproduktions-Toxizität von Schadstoffen, mit der die Bestimmung des Einflus-
ses subtoxischer Schadstoff-Konzentrationen möglich ist. Neben der Laktat-
bestimmung, eignet sich die Messung der Inhibinsekretion der Sertoli-Zellen 




Insgesamt gesehen läßt sich aber sagen, daß alle hier verwendeten und oben 
vorgestellten Parameter für die physiologische Funktion der Sertoli-Zelle sich 
zur Bestimmung des Einflusses einer reproduktionstoxikologischen (subtoxi-
schen) Schadstoffkonzentration auf bestimmte Funktionen der Sertoli-Zellen 
eignen.  
 92 V. Diskussion 
 
Zudem konnte durch die Verwendung von Zellkulturen bei den hier vorgestell-
ten Versuchsdurchführungen ein Großteil der sonst bei anderen Studien vor-
handenen Störfaktoren (z.B. gleichzeitige Aufnahme anderer Noxen, Grunder-
krankungen u.ä.) vermieden werden. Es war somit durch die Verwendung von 
Zellkulturen eine genauere Untersuchung der einzelnen Noxen auf ihre Toxizität 
möglich, als bei epidemiologischen Studien oder Tierversuchen. 
 
Ausblick 
Da die Ergebnisse der hier beschriebenen Untersuchungen statistisch signifi-
kante Werte aufweisen und reproduzierbar sind, eignet sich das angewendete 
Testverfahren für die Prüfung anderer Noxen, von denen vermutet wird, daß sie 







Sertoli-Zellen sind für den physiologischen Ablauf der Spermatogenese von 
großer Bedeutung, weshalb Noxen, die diese Zellen schädigen, somit auch die 
Fertilität des Mannes negativ beeinflussen können. Bei der Beurteilung der re-
produktionsbiologischen Toxizität verschiedener Schadstoffe spielt die Sertoli-
Zelle somit eine wichtige Rolle.  
In dieser Arbeit wurde die Auswirkung verschiedener Metallsalze (Quecksilber-
dinitrat, Cis-Platin, Kupfersulfat und Kaliumnitrat) auf die Sertoli-Zelle getestet. 
Die Laktat-, Pyruvat- und Inhibinsekretion der Sertoli-Zelle diente dabei als Indi-
zes für den Einfluß der Noxen auf die Funktion der Sertoli-Zelle.  Neben diesen 
metabolischen und hormonellen Parametern wurde die Zytotoxizität der Metall-
salze auf die Sertoli-Zelle getestet.  
Quecksilberdinitrat hat die stärkste Wirkung auf die Funktion und Vitalität der 
Sertoli-Zellen. Ordnet man die getesteten Noxen nach ihrem Einfluß auf die 
Funktion und Vitalität der Sertoli-Zellen, so folgt als nächstes in dieser Reihe 
Cis-Platin, anschließend Kupfersulfat und als letztes Kaliumnitrat mit der ge-
ringsten Zytotoxizität. 
Quecksilberdinitrat reduzierte die Vitalität der Sertoli-Zellen merklich, bei der  
höchsten getesteten Konzentration von 47,62 µM kam es zum vollständigen  
Erliegen der Zellvitalität. Bei Cis-Platin und Kupfersulfat verringerte sich die Ak-
tivität der mitochondrialen Dehydrogenase, die hier als Marker der Zellvitalität 
diente,  wesentlich schwächer (bei einer Cis-Platin Konzentration von 100 µM 
um 15% ausgehend von der Kontrolle; bei einer Kupfersulfat Konzentration von 
100 µM um 10%). Kaliumnitrat hatte einen noch geringeren Einfluß auf die Vita-
lität der Sertoli-Zellen, als Cis-Platin und Kupfersulfat.  
Durch Quecksilberdinitratkonzentrationen bis 9,9 µM wurde die Laktatprodukti-
on signifikant erhöht. Lag Quecksilberdinitrat in höheren Konzentrationen vor, 
so kam es zu einer signifikanten Abnahme der Laktatsekretion. Diese Abnahme 
scheint aber in direktem Zusammenhang mit der Abnahme der Zellvitalität zu 




mit  Cis-Platin erhöhte sich die Laktatausschüttung signifikant ab einer Kon-
zentration von 50 µM. Die Inkubation mit Kupfersulfat führt ebenfalls zu einer 
Erhöhung der Laktatsekretion ab einer Konzentration von 50 µM, allerdings ist 
diese Steigerung weniger ausgeprägt, als bei Cis-Platin. Die Zugabe von  Kali-
umnitrat hatte so gut wie keinen Einfluß auf die Laktatproduktion der Sertoli-
Zellen.  
Bei den hier beschriebenen Versuchsdurchführungen kam es nach der Inkuba-
tion der Zellen mit Quecksilberdinitrat-Konzentrationen von 47,62 µM zu einer 
signifikanten Steigerung der Pyruvatsekretion. Wurden die Zellen mit Cis-Platin 
inkubiert, so erhöhte sich die Pyruvatproduktion der Sertoli-Zellen erst ab einer 
Cis-Platin- Konzentration von 100 µM. Nach der Zugabe von Kupfersulfat-
Konzentrationen von 50 µM steigerte sich die Pyruvatsekretion  signifikant. Ka-
liumnitrat hatte so gut wie keinen Einfluß auf die Pyruvatsekretion, erst ab einer 
Konzentration von 47,62 µM kam es zu einer ganz leichten Steigerung der Py-
ruvatproduktion.  
Ab einer Cis-Platin-Konzentration von 25 µM reduzierte sich die Inhibin-B Pro-
duktion hochsignifikant (p<0,001). Bei einer Cis-Platin-Konzentration von 100 
µM erfolgte eine vollständige Hemmung der Inhibin-B Sekretion. Bei einem 
Vergleich des Vitalitätsrückganges mit der Reduktion der Inhibin-B Sekretion 
kann man feststellen, daß die Inhibin-B Sekretion schon reduziert wurde, bevor 
es zu einer  deutlichen Zellschädigung kam.  
Die Zugabe von Kupfersulfat führte ebenfalls zu einer Reduktion der Inhibin-B 
Produktion. Allerdings fiel diese Reduktion etwas geringer aus, als bei Cis-
Platin. Selbst bei einer hohen Kupfersulfatkonzentration (100 µM) kam es nicht 
zu einer Hemmung  der Inhibin-B Produktion, sondern es erfolgte eine markan-
te Reduktion der Inhibin-B Sekretion um 45% ausgehend von der Kontrolle.  
Quecksilberdinitrat hemmte wesentlich stärker als Kupfersulfat die Inhibin-B 
Produktion. Schon im nanomolaren Konzentrationsbereich kam es zu einer sig-
nifikanten Reduktion der Inhibin-B Sekretion. Bei einer Konzentration von 19,6 
µM  Quecksilberdinitrat geht die Inhibin-B Produktion im Vergleich zur Kontrolle 
(ohne Quecksilberdinitrat) gegen Null. Vergleicht man den Rückgang der Zellvi-




Platin, daß die Inhibin-B Sekretion schon reduziert wurde, bevor die Sertoli-
Zellen ernsthaft geschädigt wurden.  
Insgesamt gesehen läßt sich sagen, daß alle hier verwendeten und oben vor-
gestellten Parameter für die physiologische Funktion der Sertoli-Zelle, sich eig-
nen, um den Einfluß subtoxischer Konzentrationen reproduktions-
toxikologischen Substanzen auf die Sertoli-Zelle zu bestimmen. Die Ergebnisse 
der hier vorgestellten Untersuchungen wiesen statistische Signifikanz auf und 
waren reproduzierbar. Die hier bei der Sertoli-Zelle angewendeten Testverfah-
ren eignen sich somit zur Überprüfung von Noxen bei denen ein reproduktions-
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